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Die  Proteinargininmethyltransferase  PRMT4  ist  als  transkriptioneller  Coaktivator  an  der 
regulierten  Expression  von  Genen  während  der  Ontogenese  wichtig.  Dabei  trägt  PRMT4 
durch die Methylierung von Argininen  im Histon H3 zum Histoncode bei und assoziiert mit 
weiteren  Coaktivatoren,  um mit  diesen  kooperativ  die  Transkription  zu  verstärken.  Eine 
Kooperativität zwischen PRMT4 und einer weiteren PRMT, PRMT1, wurde bisher für wenige 
Transkriptionsfaktoren beschrieben und untersucht.  
Dem  ersten  Teil  dieser  Arbeit  lag  der  Befund  einer Microarrayanalyse  in  HeLa‐Zellen  zu 
Grunde.  Dieser  zeigte,  dass  PRMT1  und  PRMT4  nur  dann  eine  Änderung  des 
Genexpressionprofils  hervorriefen,  wenn  sie  zusammen  wirkten.  Die  transkriptionelle 






von  PRMT1  und  PRMT4  sowie  STAT5  an  den  CITED2‐Promotor  nach  IL‐4‐Stimulation 
festgestellt.  Die  IL‐4‐induzierte  Transkription  von  CITED2  ging  mit  der  für  die 
Coaktivatorfunktion  von  PRMT1  und  PRMT4  typischenen  Argininmethylierungen  von 
Histonen einher. Diese Befunde legten nahe, dass PRMT1 und PRMT4 die Transkription von 
CITED2 als direkte Coaktivatoren auf der Ebene des Promotors  regulieren. Da PRMT1 und 




innerhalb  von  Komplexen  aus. Die Gelfiltrationsanalysen  in  dieser Arbeit  deuteten  darauf 
hin,  dass  PRMT4  in  einem  höhermolekularen  Komplex  vorliegt.  Ziel des  zweiten  Teils  der 
vorgelegten Arbeit war es daher neue  Interaktionspartner von PRMT4 zu  identifizieren, um 
bisher  unbekannte  Funktionen  und  Signalwege  von  PRMT4  aufzuzeigen.  Die  Isolierung 
endogener  PRMT4‐Komplexe  mittels  Ionenaustauscher‐Chromatographie  und  einer 
anschließenden  Affinitätsaufreinigung  ermöglichte  die  massenspektrometrische 
Identifikation  der  Proteine Mi‐2  und  ALIX  als  neue  Interaktionspartner  von  PRMT4. Die 
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Interaktionen wurden  jeweils  anhand  von unabhängigen  Interaktionsstudien  verifiziert.  Es 
stellte sich außerdem heraus, dass auch das mit Mi‐2 verwandte Protein Mi‐2 mit PRMT4 




CoIPs  ausgeschlossen  werden.  Cotransfektions‐Assays  in  der  Hühnchen‐
Makrophagenzelllinie  HD11  deckten  eine  Synergie  von  PRMT4  und  den  beiden  Mi‐2‐
Proteinen  in  der  Aktivierung  der  c‐Myb‐vermittelten  Transkription  der  Gene mim‐1  und 
Lysozym  auf.  Anhand  RNAi‐vermittelter  Depletionen  und  ChIP‐Analysen  in  der  humanen 
erythroleukämischen  Zelllinie  K562 wurde  nachgewiesen,  dass  die  c‐Myb‐Zielgene  c‐MYC 
und CDC7 einer aktivierenden und direkten transkriptionellen Regulation durch PRMT4 und 
Mi‐2 unterliegen. Untersuchungen zur biologischen Relevanz der Proteine PRMT4 und Mi‐2 
in hämatopoetischen  Zellen  zeigten  eine Korrelation mit den  c‐Myb‐vermittelten  Effekten 
auf  die  Proliferation,  den  Zellzyklus  und  die  erythroide Differenzierung. Diese  Ergebnisse, 
zusammen mit dem  in dieser Arbeit erbrachten Nachweis der  Interaktion  zwischen  c‐Myb 
und  PRMT4  bzw.  der  Mi‐2‐Proteine,  decken  PRMT4  und  Mi‐2  als  kooperierende 
transkriptionelle Coaktivatoren von c‐Myb auf. Die Daten lassen den Schluss zu, dass PRMT4 





















Die  Regulation  der  Transkription  und  anderer  chromatinvermittelter  Prozesse macht  eine 
dynamische Kontrolle der Kondensation und Dekondensation des Chromatins erforderlich. 
Dabei wirken Histone regulierend. So können die Eigenschaften der Nukleosomen durch den 
Einbau  spezieller  Histonvarianten  in  das  Histonoktamer  verändert  werden.  Zum  Beispiel 
enthält macroH2A eine zusätzliche globuläre Domäne am C‐Terminus und ist im inaktivierten 
X‐Chromosom  der  Säuger  angereichert  (Chadwick  and Willard  2004).  Die  N‐Termini  der 
Histone sind unstrukturierte Domänen, die aus dem Nukleosom herausragen und zugänglich 
für  postranslationale  Modifikationen  (PTM)  sind  (Abb.  1).  Einzelne  oder  bestimmte 
Kombinationen  von Histonmodifikationen ergeben den Histoncode, der  für die Regulation 
chromatinabhängiger  Prozesse  verantwortlich  ist  (Jenuwein  and  Allis  2001).  An  den  N‐
Termini der Histone H3 und H4 sowie an den N‐ und C‐Termini von H2A, H2B und H1 wurden 
vielfältige posttranslationale Modifikationen nachgewiesen: Die Phosphorylierung von Serin 
und  Threonin,  Acetylierung  von  Lysinen,  Methylierung  von  Lysinen  und  Argininen, 
Ubiquitinylierung  und  Sumoylierung  von  Lysinen,  ADP‐Ribosylierung,  Biotinylierung, 




die  DNA‐Bindungseigenschaften.  Andererseits  sind  Histonmodifikationen  Bindestellen  für 
spezialisierte  Proteindomänen,  die  sogenannte  „Reader“  des  Histoncodes  darstellen.  Sie 
kommen  in  vielen  chromatinassoziierten  Proteinen  vor  und  vermitteln  somit  die 




Chromatinorganisation  der  DNA  und  Nukleosomen  in  die  11  nm  „Perlenketten“‐Struktur, 
Kondensation  in  die  30  nm  Faser  und  weitere  Verdichtung  des  Chromatins  zu  Prophase‐
Chromosomen.  Die  Kondensation  und  Dekondensation  der  Chromatinstruktur  wird  durch 
Histonmodifikationen  an  den  Histon‐N‐Termini  reguliert.  Exemplarisch  ist  die  Acetylierung  (Ac), 




Finger.  Bromodomänen  sind  Bindemodule  acetylierter  Lysine  und  kommen  häufig  in 






nicht  an methylierte  Arginine  von  Histonen, wurde  außerdem  beschrieben  (Young  et  al. 
2003; Cote and Richard 2005). Neben histonmodifizierenden Enzymen  sind ATP‐abhängige 
Chromatinremodeller  entscheidende  Regulatoren  der  Chromatinstruktur.  Sie  wirken  mit 
Histonmodifikationen  zusammen, da  sie  verschiedene PTM‐bindende Domänen enthalten. 
Die Mitglieder  dieser  Enzymfamilie  hydrolysieren ATP  um  die  Bindung  zwischen Histonen 
und DNA  zu modulieren  und  somit  die  Zugänglichkeit  regulatorischer DNA‐Elemente, wie 
Promotoren, Enhancer oder Replikationsursprünge, zu ändern.  
2.2.  Die Familie der Chromatinremodeller 
Die  Mitglieder  der  Enzymfamilie  der  ATP‐abhängigen  Chromatinremodeller  haben  eine 
ATPase  Domäne  der  SNF2  (Sucrose  non  fermenting  2)‐Superfamilie  der  DNA‐
Helikasen/ATPasen  gemeinsam.  Die  ATPase‐enthaltenden  Untereinheiten  sind  in 
Multiproteinkomplexen  eingebettet.  Die  Remodellingaktivität  dieser  Komplexe  können 
kleine  Positionsänderungen  der  Nukleosomen,  den  Austausch  von  Histonen  oder  die 
Entfernung  eines  ganzen  Nukleosoms  bewirken.  Die  von  der  Hefe  bis  zu  Menschen 
konservierten  ATP‐abhängigen  Chromatinremodeller  lassen  sich  auf  Grund  weiterer 



















Drosophila  und  im Menschen  unterscheidet man  zwei  überwiegende  SWI/SNF‐Komplexe. 
Der  humane  BAF  (BRG1/BRM  associated  Faktors)‐Komplex  enthält  die  ATPase‐
Untereinheiten  BRG1  (Brahma  related  gene)  oder  hBRM  (Brahma),  der  humane  PBAF 








Brahma  für  die  Transkriptionsinititation  der meisten  Gene  der  polytänen  Chromosomen 
nötig  (Armstrong  et  al.  2002).  In  der  S.  cerevisiae  wird  SWI/SNF  für  das  Silencing  von 





SNF2‐like  ATPase‐Domäne  durch  eine  Tandem‐Chromodomäne  im  N‐Terminus 
charakterisiert. Einige Mitglieder enthalten  im C‐Terminus eine DNA‐bindende Domäne, die 
AT‐reiche  DNA‐Abschnitte  binden  kann  (Marfella  and  Imbalzano  2007).  Für  die 
Chromodomäne  von  CHD1  wurde  eine  Bindung  an  di‐  und  trimethyliertes  H3K4,  eine 
Histonmodifikation  die  an  aktiv  transkribierten Genen  vorkommt,  gezeigt  (Flanagan  et  al. 
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CHD‐Remodeller  dar  (Marfella  and  Imbalzano  2007).  Obwohl  beide  Proteine  mit  der 
transkriptionellen Repression  in Verbindung  gebracht wurden,  gibt  es  einige  Beispiele  für 
eine Coaktivatorfunktion  (Hall and Georgel 2007).  In Menschen wurden beide Proteine als 








Mi‐2  und    sind  jeweils  als  Untereinheiten  eines  makromolekularen  Komplexes  mit 
repressorischer Funktion, dem NuRD  (Nucleosmal Remodeling and Deacetylation)‐Komplex 
beschrieben (Abb. 3). Verschiedene Versionen des NuRD‐Komplexes wurde aus Drosophila, 
dem  Krallenfrosch  und  verschiedenen  humanen  Zelllinien  aufgereinigt  (Tong  et  al.  1998; 
Wade  et  al.  1998;  Xue  et  al.  1998;  Zhang  et  al.  1998b).  Der  NuRD‐Komplex  verbindet 
nucleosomales  Remodelling mit  histondeacetylierender  Aktiviät.  Die  Remodeller‐Aktivität 
wird dabei durch Mi‐2, und die histondeacetylierende  Funktion  von HDAC1 und 2  (Histon 
Deacetylases)  vermittelt.  Die  für  Mi‐2und  Mi‐2  typischen  PHD‐Finger  sind  an  der 
Interaktion mit  HDAC1  und  HDAC2  und  vermutlich  auch  an  der  Rekrutierung  des  NuRD‐
Komplexes ans Chromatin beteiligt (Zhang et al. 1998b; Musselman et al. 2009). Als weitere 
integrale  Bestandteile  des  NuRD‐Komplexes  wurden  RbAp46  und  48,  MTA1,  2  oder  3 
(metastasis‐associated  proteins)  und  die MBD‐Proteine MBD2  oder  3  (methyl  CpGbinding 
domain proteins)  identifiziert  (Denslow and Wade 2007). Es gibt Hinweise, dass MBD2 die 






Die  Untereinheiten  des  NuRD‐Komplexes  sind  dargestellt.  Die  Zusammensetzung  des  NuRD‐




die  Assoziation  mit  sequenzspezifischen  Repressorproteinen  oder  Transkriptionsfaktoren 
vermittelt. Eine der ersten Publikation, die eine Bindung eines Mi‐2 enthaltenden NuRD‐
Komplexes  an  einen  Repressor  beschrieb,  deckte  mit  einem  Two‐Hybrid‐Assay  die 




durch  die  Rekrutierung  von  HDAC‐Aktivität  vermittelt,  indem  er  mit  den  C‐terminalen 
Domänen  von  Mi‐2  und  Mi‐2interagiert  (Srinivasan  et  al.  2006).  In  Lymphozyten 
interagieren die Zink‐Finger DNA‐Bindefaktoren  Ikaros und Helios mit dem NuRD‐Komplex 
und  vermitteln  somit die Repression bestimmter Zielgene  (Kim et al. 1999;  Sridharan and 
Smale 2007).  
In  Drosophila  liegt    der  Großteil  an  dMi‐2  nicht  im  NuRD‐Komplex  vor,  sondern  in  dem 









Säugerzellen  eine  der  häufigsten  Methylierungsreaktionen  von  Proteinen  (Paik  1980; 
Najbauer  et  al.  1993).  Einerseits  ersetzt  die  Methylierung  ein  Wasserstoffatom  der 
Guanidinogruppe  des  Arginins  und  vermindert  somit  das  Potential  des  Arginins 
Wasserstoffbrückenbindungen  auszubilden.  Andererseits  vermindert  die Methylierung  die 
Hydrophilität  der  Aminosäure  und  verstärkt  die  Affinität  zu  aromatischen  Ringen  durch 




großen  Anzahl  verschiedener  Proteine  nachgewiesen.  Diese  umfassen  sowohl  nukleäre 
Histonproteine und Nicht‐Histonproteine als auch cytoplasmatische Proteine  (Pahlich et al. 
2006).  Die  Argininmethylierung  von  Histonen  ist,  wie  auch  die  Lysinmethylierung,  eine 
epigenetische  Markierung  am  Chromatin,  die  zum  Histoncode  beiträgt  und  somit  die 
Expression der genomischen Information steuert. 
2.3.2.   Struktur und Katalyse der Proteinargininmethyltransferasen (PRMTs)  
Die  Enzymfamilie  der  Proteinargininmethyltransferasen  (PRMTs)  katalysiert  die 
Methylierung  von  Argininen.  Sie  ist  von  der  Hefe  bis  zum  Menschen  konserviert, 
unterscheidet sich  jedoch  in den verschiedenen Organismen  in der Anzahl  ihrer Mitglieder. 
Die erste Proteinargininmethyltransferase wurde 1968  von Paik und Kim aus Kalbsthymus 
isoliert  (Paik  and  Kim  1968;  Ghosh  et  al.  1988;  Rawal  et  al.  1994).  Die  Klonierung  der 






PRMT9  eine  katalytische  Aktivität  nachgewiesen wurde,  es  sich  jedoch  bei  PRMT10  und 




unterscheiden  sich untereinander  in  ihrer N‐terminalen Domäne, deren Länge variabel  ist. 
PRMT4 hat  einen  einzigartigen C‐Terminus, der  für die  Funktion  von PRMT4  essentiell  ist 
(Teyssier  et  al.  2002).  Einige  Mitglieder  der  Familie  enthalten  außerdem  typische 
Interaktionsdomänen  (Abb. 4). PRMTs  sind  sowohl  cytosolisch  als  auch nukleoplasmatisch 
lokalisiert.  PRMT8  ist  die  einzige membranständige  PRMT,  da  das  Protein  an  seinem  N‐
Terminus myristoyliert und darüber an die Membran assoziiert wird  (Lee et al. 2005). Alle 






Die  Familienmitglieder  der  PRMTs  mit  den  entsprechenden  Proteinlängen  sind  dargestellt.  Die 
längsten Isoformen der PRMTs sind jeweils gezeigt. Die grünen Boxen stellen die SAM‐Bindedomäne 
und die  gelben Boxen die  für  PRMTs  einzigartige ‐Fass‐Domäne der  konservierten,  zweigeteilten 
katalytischen Domäne dar. Die Sequenzmotive I, Post I, II, III sowie der Double‐E‐loop und die THW‐
loop  sind  eingezeichnet.  Zusätzliche  Domänen  der  PRMTs  sind  dargestellt:  SH3  (Src‐homology  3‐
Domäne),  ZnF  (Zinkfinger),  TPR  (Tetratricopeptid),  F‐Box, Myr  (Myristoylierungsstelle).  Verändert 
nach (Wolf 2009). 
Die  Struktur der  katalytischen Domäne wurde anhand  röntgenkristallographischer  Studien 








und die ‐Fass‐Struktur  (gelb) der C‐terminalen Core‐Domäne sind  in  ihrer Gesamtstruktur 
der PRMTs  so  gefaltet, dass  zwischen  ihnen eine  saure  Furche  ausgebildet wird.  In deren 





Die  Strukturanalyse  der  PRMTs  belegte  außerdem  die  strukturelle  Konservierung  einer 
helikalen Struktur  in der C‐terminalen Core‐Domäne, die für die Dimerisierung essentiell  ist 
(Abb. 5 A). Der Dimerisierungsarm eines Monomers  interagiert mit der Rossmann‐Falte der 
N‐terminalen  Core‐Domäne  des  anderen  Monomers  und  bildet  dabei  eine  ringförmige 
Struktur mit einer  zentrale Höhle  (Abb. 5 B). Die Bildung von Homodimeren  ist unter den 












Bei  der  Methylierungsreaktion  wird  eine  Methylgruppe  des  Methylgruppendonors  S‐
Adenosyl‐L‐Methionin  (SAM)  unter  Freisetzung  von  S‐Adenosyl‐L‐Homocysteine  (AdoHcy) 
auf  das  terminale  Stickstoffatom  der  Guanidinogruppe  des  Arginins  übertragen  (Abb.  6). 
PRMTs  lassen  sich anhand der Art der Methylierung  in  zwei Gruppen einteilen, Typ‐I oder 
Typ‐II (Abb. 6). Beide Typen katalysieren die Bildung von monomethyliertem Arginin (omega‐
NG‐monomethyl‐Arginin, MMA).  In Säugern  sind ungefähr 2 % der Arginine aus nukleären 
Proteinen  dimethyliert  (Boffa  et  al.  1977).  Am  häufigsten  kommt  die  asymmetrische 
Dimethylierung von Argininen vor, die durch PRMTs des Typ I katalysiert wird. Dabei werden 
zwei  Methylgruppen  auf  ein  terminales  Stickstoffatom  der  Guanidinogruppe  übertragen 
(omega‐NG,  NG‐dimethyl‐Arginin,  ADMA).  Die meisten  PRMTs  gehören  dieser  Gruppe  an 
(Abb. 6). Wird jeweils eine Methylgruppe auf beide terminalen Stickstoffatome übertragen, 







des  Arginins.  PRMT1,  2,  3,  4,  6  und  8  dimethylieren  Arginine  asymmetrisch,  indem  eine 




PRMT1  sowie  andere  PRMTs  des  Typ‐I  bevorzugen Arginine  innerhalb  von Glycin‐Arginin‐
reichen  (GAR) Regionen wie  sie häufig  in RNA und DNA‐bindenden Proteinen vorkommen 
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(Najbauer  et  al.  1993).  PRMT4  stellt  eine  Ausnahme  dar,  da  es  für  dieses  Enzym  keine 
Konsensussequenz  für die Methylierung gibt. PRMTs des Typ‐II bevorzugen ebenfalls GAR‐
Motive,  können  aber  auch  isolierte  Arginine  methylieren,  die  nicht  innerhalb  einer 
Konsensussequenz auftreten. Für PRMT4 und PRMT5 wurde darüber hinaus gefunden, dass 





PRMT1  (‐/‐):  Der  homozygote  knock‐out  von  PRMT1  in  Mäusen  führt  zu  einer  frühen 
embryonalen Lethalität ab E6.5. PRMT1  ist  jedoch nicht essentiell  für die Zellviabilität von 
ES‐Zellen (embryonalen Stammzellen), (Pawlak et al. 2000). Der konditionale knock‐out  von 
PRMT1  in  MEFs  (mouse  embryonic  fibroblasts)  führt  zu  DNA‐Schaden,  verzögertem 
Durchlaufen des Zellzyklus, checkpoint‐Defekten und Veränderungen  im Chromosomensatz 
(Yu et al. 2009). 
PRMT2  (‐/‐): Die Mäuse  sind überlebensfähig. PRMT2 wirkt mit dem Retinoblastoma  (RB) 
Protein  in der Repression der E2F‐vermittelten Genexpression zusammen. Knock‐out MEFs 
haben  eine  beschleunigte G1/S‐Phase  (Yoshimoto  et  al.  2006)  sowie  eine  erhöhte NFB‐
Aktivität und Resistenz gegenüber Apoptose (Ganesh et al. 2006).   













Sie  regulieren  die  Transkriptionsinitiation  und  Elongation,  die  Stabilität,  Prozessierung, 
Lokalisation  und  Translation  von  RNA,  die  virale  Replikation,  Signaltransduktionsprozesse, 
DNA‐Reparatur  von  Doppelstrangbrüchen  und  die  Basen‐Exzisions‐Reparatur  sowie  die 





Die  transkriptionelle  Regulation  durch  PRMTs  ist mit  der  spezifischen Methylierung  von 
Histonen  verbunden.  Darüber  hinaus  methylieren  und  regulieren  sie  die  Aktivität  von 
Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren.  
Transkriptionelle  Aktivierung:  PRMT1  und  PRMT4  sind  transkriptionelle  Coaktivatoren  für 
eine  Vielzahl  von  Transkriptionsfaktoren,  wie  beispielsweise  nukleäre  Hormonrezeptoren 




für  diese  Histonmodifikationen  bekannt.  PRMT4 methyliert  außerdem  Coaktivatoren  und 
moduliert damit deren  Funktion.  Zum Beispiel  verhindert die Methylierung  von Argininen 
der  Histonacetyltransferase  CBP  in  der  KIX‐Domäne  des  Proteins  die  Bindung  von  CREB 
(cAMP response element‐binding protein) und hemmt somit den cAMP‐Signalweg (Xu et al. 
2001).  Andererseits  verstärkt  PRMT4  die  Coaktivatorfunktion  von  CBP  für  nukleäre 
Hormonrezeptoren  (NR) durch die Methylierung von Argininen außerhalb der KIX‐Domäne 
(Chevillard‐Briet  et  al.  2002; Wei  et  al.  2003).  Einen  direkten  aktivierenden  Einfluss  übt 
PRMT1 auf Transkriptionsfaktoren aus. Beispielsweise verstärkt die Methylierung von HNF4 
(hepatic  nuclear  factor  4)  dessen  Affinität  zu  den  DNA‐Bindestellen  (Barrero  and  Malik 





Transkriptionelle Repression: Die  symmetrische Dimethylierung  von Histon H3  am R8  und 





2003;  Ancelin  et  al.  2006;  Hou  et  al.  2008).  In  wenigen  Fällen  wirkt  PRMT5  als 
transkriptioneller  Aktivator.  So  ist  PRMT5  für  die  Expression  von  Myog  während  der 
Muskeldifferenzierung wichtig (Dacwag et al. 2007). Die asymmetrische Dimethylierung von 
H3  am  R2  durch  PRMT6  wurde  ebenfalls  als  transkriptionell  reprimierend  beschrieben 
(Guccione  et  al.  2007;  Hyllus  et  al.  2007).  Diese  Histonmodifikation  verhindert  die 
Etablierung der H3K4‐Trimethylierung durch den transkriptionellen Aktivatorkomplex MLL1 
und  reguliert  die  Expression  einiger  Hox‐Gene  während  der  Differenzierung  neuronaler 
Zellen  (Hyllus  et  al.  2007;  Iberg  et  al.  2008).  PRMT7  trägt während  des  Imprintings  zum 
Histoncode  bei. Das  Protein  bindet mit  dem  Insulatorprotein  CTCF  an  die  ICR  (imprinting 
control  region) und  katalysiert die  symmetrische Dimethylierung  von H4R3, die wiederum 
Rekrutierung von DNA‐Methyltransferase in dieser Region bewirkt (Jelinic et al. 2006).  
Elongation:  Die  Methylierung  des  Elongationsfaktors  SPT5  durch  PRMT1  und  PRMT5 
inhibiert die Assoziation  zwischen SPT5 und der Promotor gebundenen RNA‐Polymerase  II 
und vermindert damit die transkriptionelle Elongation (Kwak et al. 2003). 
Posttranskriptionelle  Regulation:  RNA‐bindende  Proteine  (RBP),  wie  snRNPs  und  hnRNP 
(small  nuclear  und  heterogeneous  nuclear  ribonucleoproteins),  enthalten  60  %  der  im 
Nukleus  vorkommenden  ADMAs  und  sind  für  die  richtige  Prozessierung,  Faltung, 
Stabilisierung  und  Lokalisierung  von  RNA  wichtig  (Boffa  et  al.  1977).  Für  die 
Ribosomenbiogenese  ist die Methylierung des  ribosomalen Proteins S2  in der Hefe und  in 
Säugern relevant (Swiercz et al. 2005; Swiercz et al. 2007). 
Signaltransduktion: PRMTs modulieren die Signaltransduktion der Cytokin‐, T‐Zell‐, TNF‐, 
Toll‐Like‐,  nukleärer  Hormon‐  und  NGF‐Rezeptoren  (nerve  growth  factor).  Die 
Argininmethylierung ist an der Regulation der Immunität und der T‐Zellaktivierung beteiligt. 
Während  der  Differenzierung  von  T‐Zellen  wird  der  Transkriptionsfaktor  NF‐AT  (nuclear 
factor  of  activated  T‐cells)  durch  Aktivierung  des  TCR  (T‐cell‐receptor)  und  des 




ist  für die  Interaktion  zwischen NF‐AT und NIP45 und  für die NF‐AT getriebene Expression 
der  Cytokingene  IL‐4  und  IFNwichtig.  (Boisvert  and  Richard  2004; Mowen  et  al.  2004). 
Antigen präsentierende Zellen sind spezialisierte Zellen des Immunsystems, die den MHC‐II‐
Komplex exprimieren und darüber  körperfremde Antigene  an CD4+Zellen präsentieren.  Es 
wurde  gezeigt,  dass  PRMT4  die  IFN‐induzierte  Transkription  des MHC‐II‐Gens  durch  den 
Transkriptionsfaktor CIITA verstärkt (Zika et al. 2005). 
Da  in  dieser  Arbeit  eine  neue  Funktion  von  PRMT1  und  PRMT4  im  JAK‐STAT‐Signalweg 
aufgedeckt  wurde,  wird  nun  genauer  auf  die  Rolle  der  PRMTs  in  diesem  Signalweg 
eingegangen. Die 7 Mitglieder (STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B und STAT6) umfassende Proteinfamilie 
der  STATs  (signal  transducer  and  activators  of  transcription)  werden  von  verschiedenen 
Cytokinen, wie  Interferonen,  Interleukinen  sowie  durch Wachstumsfaktoren  aktiviert  und 
tragen  zur  Zellentwicklung, Wachstumskontrolle  und  Zellhomöostase  bei.  PRMTs  sind mit 







Interleukine  und  Interferone  (IFN)  aktivieren  den  JAK‐STAT‐Signalweg  durch  Bindung  an 
membranständige  Cytokinrezeptoren,  die  nach  der  Ligandbindung  dimerisieren.  Dies  bewirkt  die 
Autophosphorylierung  und  Aktivierung  der  Rezeptor‐assoziierten  Janus  Kinasen  (JAK).  JAKs 
phosphorylieren  konservierte  Tyrosin‐Reste  in  den  cytoplasmatischen  Domänen  der 
Cytokinrezeptoren. STATs (signal transducer and activator of transcription) binden an die Rezeptoren 
und  werden  ihrerseits  phosphoryliert.  Durch  eine  reziproke  SH2‐Phosphotyrosin‐Interaktion 
dimerisieren STATs, werden  in den Nukleus transportiert und binden dort an ‐activated sites (GAS) 
oder  IFN‐stimulated  response‐Elemente  (ISRE). Der  JAK‐STAT‐Signalweg wird unter anderem durch 
Phosphatasen  (PTP),  cytokininduzierte Kinaseinhibitoren  (suppressor of  cytokine  signalling –  SOCs) 
und PIAS (protein inhibitor of activated STAT) negativ reguliert (Levy and Darnell 2002). 
Einer der ersten Hinweise, dass PRMTs einen Einfluss  auf  JAK‐STAT‐Signalweg haben, war 
der  Nachweis  der  direkten  Interaktion  zwischen  PRMT1  und  der  intracytoplasmatischen 
Domäne des Interferon‐, ‐Rezeptors 1 (IFNAR1). Eine antisensevermittelte Depletion von 
PRMT1  führte  zu  einer  erhöhten  Resistenz  gegenüber  einer  IFN‐‐induzierten 
Wachstuminhibition und zu einer Inhibition der antiviralen Wirkung von IFN‐ (Abramovich 
et al. 1997; Altschuler et al. 1999). Ein anderer Mechanismus von PRMT1  im  IFN‐Signalweg 
wurde  vor  kurzem  aufgedeckt.  Es wurde  gezeigt,  dass  PIAS1  nach  IFN‐Stimulation  durch 
PRMT1 methyliert wird  und  dass  diese Methylierung  essentiell  für  die  PIAS1‐vermittelte 




JAK‐STAT‐Signalweges  bei.  PRMT5 wurde  ursprünglich  als  Janus  Kinase  bindendes  Protein  
(JBP1)  in einem Two‐Hybrid Screen  identifiziert (Pollack et al. 1999). PRMT5 beeinflusst die 
IL‐4‐vermittelte Aktivierung des STAT6‐Signalweges positiv und  trägt zur Regulation des  Ig‐
Klassenwechsels  in  B‐Zellen  bei  (Igarashi  et  al.  2009). Die  Argininmethylierung  von  STAT‐
Proteinen ist umstritten. 2001 wurde eine Methylierung von STAT1 an einem konservierten 





Die  Aktivität  und  Substratspezifität  der  PRMTs  wird  durch  Interaktionen  mit  anderen 
Proteinen, posttranslationalen Modifikationen  und  durch  die  Zugänglichkeit  der  Substrate 
reguliert. Die  Interaktion  von PRMT1 mit BTG1, TIS2/BTG2  (B‐cell  translocation gene) und 
hCAF1, einem BTG1‐bindendem Protein,  stimuliert oder  inhibiert die Aktivität  von PRMT1 
auf  bestimmte  Substrate  (Lin  et  al.  1996;  Robin‐Lespinasse  et  al.  2007).  Der 
Tumorsuppressor  DAL‐1  hemmt  die  enzymatische  Aktivität  von  PRMT3  in  vitro  und  in 
Zelllinien (Singh et al. 2004). Die Assoziation von PRMT5 mit COPR5 (cooperator of PRMT5) 
moduliert  die  Histonmethylierungsaktivität  durch  PRMT5.  COPR5  interagiert  dabei  mit 
Histon H4 und begünstig die Methylierung von H4R3 gegenüber H3R8 (Lacroix et al. 2008).  
Für PRMT1, ‐4, ‐6 und ‐8 wurde eine Automethylierungsaktivität beschrieben, eine Funktion 
dieser  Aktivität  ist  jedoch  nicht  bekannt  (Frankel  et  al.  2002;  Sayegh  et  al.  2007).  Eine 
Phosphorylierung von PRMT4 an Serin 229 bzw. Serin 217 während der Mitose wurde von 
zwei Arbeitsgruppen beschrieben. Die Posphorylierung von Serin 229 stört die Bindung des 
Methylgruppendonors  SAM  sowie  die  Homodimerisierung  und  hemmt  damit  die 
Coaktivatorfunktion  der  NR‐abhängigen  Genexpression  (Higashimoto  et  al.  2007).  Die 
Mutation  der  Aminosäure  Ser  217  führt  ebenfalls  zum  Verlust  der  SAM‐Bindefähigkeit. 
Darüber hinaus bewirkt die Phosphorylierung von Ser 117 eine cytoplasmatische Lokalisation 
von  PRMT4  (Feng  et  al.  2009).  Die  Phosphorylierung  von  PRMT4  stellt  vermutlich  einen 





daher  durch  Interaktion  mit  den  Substraten  oder  eine  spezifische  Rekrutierung  durch 






PRMT4 wurde ursprünglich  in einem  Two‐Hybrid‐Assay  als  Interaktionspartner  von GRIP1, 




transkriptioneller Coaktivator  für  den Androgen‐,  Thyroid‐,  und  Estrogenrezeptor  (AR,  TR, 
ER)  ist  und  diese  Funktion  sowohl  von  der  Methyltransferaseaktivität  als  auch  von  der 
Interaktion  mit  p160  abhängig  ist.  p160‐Proteine  wirken  als  Coaktivatoren  nukleärer 
Hormonrezeptoren  (NR),  indem  diese  an  NR  binden  und  verschiedene  sekundäre 
Coaktivatoren rekrutieren.  
Auch  PRMT1 wurde wenig  später  als  transkriptioneller  Coaktivator  nukleärer  Rezeptoren 
beschrieben  (Stallcup  et  al.  2000). Man  fand  heraus,  dass  die Methyltransferasen  PRMT1 
und PRMT4 bzw. die Histonacetyltransferase CPB/p300 in der transkriptionellen Aktivierung 
synergistisch  wirken  und  dafür  die  Interaktion  der  Coaktivatoren mit  p160  essentiell  ist 
(Stallcup et  al. 2000; Koh et  al. 2001).  Inzwischen  ist eine Kooperativität  von PRMT1 und 
PRMT4 in der Transkriptionsregulation neben dem NR auch für p53 und NF‐B gezeigt (Koh 
et  al. 2001; An et  al. 2004; Hassa  et  al. 2008). Die  Spezifität der Coaktivatorfunktion  von 
PRMT1  bzw.  PRMT4  wird  durch  eine  direkte  oder  indirekte  Interaktion  mit  den 
Transkriptionsfaktoren  vermittelt.  Für  p53  und  die  NF‐B  Untereinheit  p65  wurde  eine 
direkte  Interaktion  mit  PRMT1  bzw.  PRMT4  nachgewiesen  (Covic  et  al.  2005).  Der 
Coaktivator p160 ist für die transkriptionelle Regulation dieser Transkriptionsfaktoren durch 










CBP  an  den  ‐Globinlokus  wird  durch  die  Methylierung  von  H4R3  begünstigt.  Die 
Methylierung  von  H3R4  durch  PRMT1  stellt  daher  eine  Voraussetzung  für  nachfolgende 
Histonmodifikationen und die transkriptionelle Aktivierung dar (Li et al.; Huang et al. 2005). 
Für  PRMT4 wurde  gezeigt,  dass  die  Acetylierung  von  Histon  H3  am  K18  und  K23  durch 
CBP/p300  die  Assoziation  von  PRMT4  mit  Histon  H3  verstärkt  und  dessen 
Methylierungsaktivität  auf  H3R17  begünstigt  (Daujat  et  al.  2002).  Die  p53‐vermittelte 
Expression eines GADD45‐Reportergens (growth arrest and DNA‐damage inducible) in einem 
zellfreien  System war  dann  am  höchsten, wenn  erst  PRMT1,  dann  CBP/p300  und  zuletzt 
PRMT4 zugegeben wurde (An et al. 2004).  
PRMT1 und PRMT4 wirken  jedoch nicht nur  kooperativ,  sondern  stellen  auch  individuelle 
Coaktivatoren dar. Es gibt etliche Transkriptionsfaktoren, für die in der Literatur bisher eine 
transkriptionelle  Coaktivierung  durch  nur  eine  der  beiden  PRMTs  beschrieben  ist. 




Seit  längerem war bekannt, dass Chromatinremodelling durch den BRG1‐Komplex    für die 
NR‐vermittelte  Transkription nötig  ist  (Fryer  and Archer  1998; Hsiao  et  al.  2003). Anhand 
einer Aufreinigung  von  getagtem‐PRMT4 wurde die Assoziation  von PRMT4 mit  SWI/SNF‐
Proteinen  nachgewiesen.  Innerhalb  dieses  Komplexes,  der  als  NUMAC‐Komplex 
(nucleosomal  methylation  activator  complex)  bezeichnet  wurde,  ist  die 
Nukleosomenremodelling‐  und  die  Histonmethylierungsaktivität  erhöht.  Es  wurde 
nachgewiesen, dass PRMT4 und die SWI/SNF‐Komponente BRG1 direkt  interagieren und an 
einem Zielgen des Estrogenrezeptors (ER) assemblieren, um die ER‐vermittelte Transkription 
kooperativ  zu  verstärken  (Xu  et  al.  2004). Ähnliches wurde  für  PRMT4  und  die  SWI/SNF‐
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Komponente  SNF5  in der  TR‐vermittelten Genexpression  festgestellt. Beide Komponenten 
sind für die effiziente Transkription von TR‐Zielgenen notwendig. PRMT4 bzw. SNF5 sind für 
die  Acetylierung  von  H3K9,  einer  Markierung  aktiv  transkribierter  Gene,  wichtig  und 
bewirken  einen  Verlust  der  Methylierung  von  H3K9,  einer  heterochromatischen 
Modifikation (Choi et al. 2007). Ein Zusammenwirken von PRMT4 und SWI/SNF‐Remodellern 
wurde  außerdem  für die  Expression der  späten Gene während der Muskeldifferenzierung 
gezeigt. PRMT4 und SWI/SNF binden  in Abhängigkeit der myogenen Transkriptionsfaktoren 
MEF2 (myocyte enhancer factor‐2C) und Myogenin an die Promotoren der späten Gene der 
Muskeldifferenzierung.  Fehlt  PRMT4,  wird  der  Remodeller  nicht mehr  an  seine  Zielgene 




PRMTs wurden mit der Entstehung  von Tumoren  in Verbindung  gebracht. Eine  verstärkte 
Expression von PRMT4 korreliert mit aggressiven Mammakarzinomen, die erhöhte Mengen 
des  onkogenen  Coaktivators  AIB1  (p160)  und  CyclinE1  exprimieren  (El Messaoudi  et  al. 
2006).  PRMT4  wirkt  zusammen  mit  AIB1  als  transkriptioneller  Aktivator  in  der  E2F1‐













CD44+CD25+‐Zellen  (DN2)  absinkt,  ist  die  Reifung  von DN1  zu DN2  blockiert. Die Autoren 
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brachten  diesen  Phänotyp  mit  der  fehlenden  Methylierung  des  im  DN2  Stadium 
exprimierten  Proteins  TARPP  (thymocyte  cyclic  AMP‐regulated  phosphoprotein)  in 
Verbindung  (Kim  et  al.  2004).  Eine  Transkriptomanalyse  der  PRMT4‐knock‐out  Embryos 
deckte  weiterhin  eine  Rolle  von  PRMT4  im  Lipidmetabolismus  auf.  Entsprechend  ist  die 
Menge  des  braunen  Fettgewebes  in  diesen Mäusen  reduziert.  Die  Autoren  zeigten,  dass 
PRMT4 die Adipozytendifferenzierung bewirkt, indem es die PPAR‐vermittelte Transkription 




während  der  embryonalen  Knochenbildung  spielt  PRMT4  eine  Rolle.  PRMT4  knock‐out 
Mäuse haben eine verzögerte endochondrale Ossifikation (Bildung von Knochengewebe aus 
Knorpel)  da  die  Proliferation  der Chondrozyten  vermindert  ist.  Sox9  ist  ein Regulator  der 
endochondralen Ossifikation. PRMT4 methyliert SOX9 und verhindert somit die  Interaktion 
zwischen  ‐Catenin  und  SOX9.  Dies  erlaubt  die  Expression  von  CyclinD1  durch  ‐
Catenin/TCF‐LEF und bewirkt die Proliferation der Chondrozyten (Ito et al. 2009). PRMT4 ist 
auch  für  die  Pluripotenz  in  der  frühen  embryonalen  Entwicklung  wichtig.  Eine 
Überexpression  von  PRMT4  in  einzelnen  Blastomeren  des Vierzellstadiums  bewirkt  deren 

















beider  PRMTs  wurde  für  wenige  Transkriptionsfaktoren  untersucht  und  beschrieben.  In 
unserer  Arbeitsgruppe  wurde  mittels  einer  globalen  Genexpressionsanalyse  eine 
Kooperativität  von  PRMT1  und  PRMT4  anstatt  einer  individuellen  Funktion  in  der 
Genregulation  aufgedeckt  (Dissertation Markus  Kleinschmidt,  2006).  Ziel  der  vorgelegten 
Arbeit war  es,  die  transkriptionelle  Regulation  der  durch  PRMT1  und  PRMT4  kooperativ 
aktivierten Gene CITED2 und KRT8 genauer zu charakterisieren. Da in den Promotorregionen 
dieser  Gene  Bindestellen  für  die  Transkriptionsfaktoren  STAT5  und  STAT6  identifiziert 
wurden, sollte deren transkriptionelle Induzierbarkeit durch einen Cytokinstimulus überprüft 
werden.  Mittels  RNAi  (RNA  interference)  sollte  dann  untersucht  werden,  ob  die 
cytokininduzierte Transkription der beiden Gene von den Transkriptionsfaktoren STAT5 und 
STAT6 oder von den Coaktivatoren PRMT1 und PRMT4 abhängig ist. Anschließend sollte der 
Mechanismus  der  transkriptionellen  Aktivierung  durch  PRMT1  und  PRMT4  analysiert 






Proteinen  oder  sogar  innerhalb  von  Komplexen  ausübt.  Die  Identifikation  neuer 
Interaktionspartner von PRMT4, sollte zur Aufdeckung bisher unbekannter Funktionen von 
PRMT4  führen.  Dafür  sollten  im  zweiten  Teil  dieser  Arbeit  potentielle  PRMT4‐Komplexe 
mittels  chromatographischer  Methoden  angereichert  und  mit  einer  anschließenden 
Immunaffinitätsaufreinigung  isoliert  werden.  Die  aufgereinigten  Proteine  sollten  mittels 
MALDI‐TOF analysiert werden. Dabei wurde Mi‐2 als potentieller  Interaktionspartner von 
PRMT4 identifiziert. Da Mi‐2 und Mi‐2 Proteine mit hoher Sequenzidentität sind, sollte die 
Interaktion  beider  Proteine  mit  PRMT4  in  unabhängigen  Interaktions‐Assays  validiert 
werden. Da Mi‐2 als integraler Bestandteil des NuRD‐Komplexes beschrieben ist, sollte eine 
Assoziation von PRMT4 mit NuRD‐Untereinheiten überprüft werden. Es ergab sich die Frage 
nach  einem  funktionellen  Zusammenhang  zwischen  PRMT4  und  den  beiden 





bekannter  c‐Myb‐Zielgene  durch  PRMT4  und  Mi‐2  mit  Cotransfektions‐Assays  in  der 
Hühnchen‐Makrophagenzelllinie HD11 und durch Depletion von c‐Myb, PRMT4 und Mi‐2 
bzw. Mi‐2 mittels RNAi  in der humanen  leukämischen  Zelllinie K562 untersucht werden. 
Durch ChIP‐Analysen  sollte überprüft werden, ob die  c‐Myb‐Zielgene direkt durch PRMT4 






































































pGEX  2TK‐P:  Leervektor  zur  Generierung  von  Fusionsproteinen  mit  N‐terminalem 













pGex‐2.1‐hPRMT6:  Die  cDNA  des  humanen  PRMT6  wurde  aus MCF7  Zellen  amplifiziert, 



















des  hMi‐2wurde  ausgehend  von  pCIneoB‐Flag‐Mi‐2  mit  Klonierungs‐Primern  so 







pRSET‐RRR‐hMi‐2_Ct:  Der  C‐Terminus  (AS  1240  ‐  2000,  89  kDa)  des  hMi‐2Isoform1, 
wurde  mit  den  Klonierungsprimern  607  und  617  ausgehend  von  pCIneoB‐Flag‐Mi‐2 
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amplifiziert.  Die  Klonierung  des  Fragmentes  erfolgte  über  BamHI  und  Bsp119I  in  den 
Leervektor pRSET‐RRR A (Diplomarbeit Marc Zeller). 
3.7.2.   Expressionsplasmide für eukaryotische Zellen 
pcDNA3 GFP:  Enthält  cDNA  für GFP.  Leervektor  zur Generierung  von N‐Terminalen GFP‐
Fusionen. Dient zur Kontrolle der Transfektionseffizienz. Enthält einen CMV‐Promotor. Trägt 
Ampicillin und Neomycin Resistenz. Größe 5,8 kbp. 
pcDNA3  HA:  Leervektor  zur  Generierung  von  Fusionsproteinen  mit  N‐terminalem 
Hämagglutinin‐Tag  (HA)  zur Expression  in Eukaryoten. Enthält einen CMV‐Promotor. Trägt 
Ampicillin und Neomycin Resistenz. Größe 5,5 kbp. (Invitrogen, T. Kouzarides) 
pcDNA3.1 Myc/His:  Leervektor  zur  Generierung  von  Fusionsproteinen mit  N‐Terminalem 









bp  lange  3‘‐UTR  ohne  Tag.  Die  Klonierung  erfolgte  über  EcoRI  Verdau  des 
Ursprungsplasmides pSG5 HA‐PRMT4 und des Vektors pcDNA3.1. Die  richtige Orientierung 
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HA‐Tag  zur  Expression  in  Eukaryoten.  5‘  vom  ORF  des  c‐Myb  befindet  sich  eine  XhoI‐











pcDNA3.1 m‐c‐Myb‐Flag:  Enthält die  cDNA  für murines  c‐Myb  (AS  1  ‐  636)  fusioniert mit 
einem N‐Terminalen  Flag‐Tag. Die  Klonierung  erfolgte  über BamHI  und  XbaI. Das  Plasmid 








N‐terminalem  Flag‐Tag.  Enthält  einen  CMV‐Promotor  zur  eukaryotischen  Expression  und 
einen T7‐Promotor (Saether et al. 2007).  
 











pECE‐STAT5A:  Enthält  den  ORF  des  humanen  STAT5B.  Enthält  einen  CMV‐Promotor  zur 
eukaryotischen Expression. Trägt Ampicillin Resistenz. (Behrmann, Aachen) 
pSG5  HA:  Leervektor  zur  Generierung  von  Fusionsproteinen  mit  N‐terminalem  HA‐Tag. 




3’‐UTR.   Das  Fragment  (3200  bp) wurde  über  EcoRI  in  den  pSG5  kloniert. Größe  7,5  kbp 
(Chen et al. 1999). 
pSG5  HA‐PRMT4VLD:  Katalytisch  inaktive  Variante  von mPRMT4  durch Mutation  der  S‐









KpnI/KpnI‐Schnittstellen mittels  PCR  stromaufwärts  des  Thymidine‐Kinase  Promotors  des 
Herpes Simplex‐Virus in den Vektor pGL3tk‐81 kloniert. (Chayka et al. 2005) 
pGL3 mim3mim‐240: Enthält Promotorsequenz des mim‐1 Promotors von ‐240 bis +150 bp, 
die  über  XmaI  und  BglII  in  den  Leervektor  pGL3‐Basic  inseriert wurde.  Zusätzlich wurde 
stromaufwärts vom mim‐1‐Promotor eine mim‐1‐Enhancersequenz  (ca. 795bp) einkloniert. 
Das Plasmid trägt eine Ampicillin‐Resistenz. (Chayka et al. 2005) 






Antikörper  Firma/Herkunft  Spezies  Verdünnung in WB 
c‐myc (9E10)  AG Eilers  Maus, monoklonal  1:1000 
Flag (F 3165)  Sigma  Maus, monoklonal  1:2500 
HA (12CA5)  Roche  Maus monoklonal  1:500 ‐ 1:1000 
HA.11 (MMS‐101P)  Covance  Maus monoklonal  1:500 ‐ 1:1000  
HDAC1  Kaninchen polyklonal  1:1000 
MBD3 (sc 9402)  Santa Cruz  Ziege, polyklonal  1:1000 
Mi‐2 (H‐242)  Santa Cruz  Kaninchen, polyklonal   1:500 – 1:1000 
Myb, clone1_1  Upstate  Maus, monoklonal  1:500 ‐ 1:1000 
Phospho‐Stat5  cell signalling (NEB) Kaninchen, polyklonal  1:500, 1:750 




PRMT1  AG Bauer  Kaninchen, Serum  1:5000 
PRMT1  AG Bauer  Kaninchen, affinit. aufg.  1:500 ‐ 1:1000 
PRMT1 (07‐404)  Upstate  Kaninchen, polyklonal  1:1000 
PRMT4  AG Bauer  Kaninchen, Serum  1:10000 ‐1:20000 
PRMT4   AG Bauer  Kaninchen, affinit.aufg.  1:500 ‐ 1:2000 
ß‐Tubulin  Chemicon  Maus monoklonal  1:10000 
                                                                                                                                         3. Material  35 
Antikörper  Firma/Herkunft  Spezies  Verdünnung in WB 
STAT 5 (C‐17)   Santa Cruz  Kaninchen, polyklonal  1:1000 





Kaninchen (NA934)  GE Healthcare  Esel  1:5000 
Maus (NXA931)  GE Healthcare  Schaf  1:5000 






Flag (F 3165)  Sigma  Maus, monoklonal   1 µg    
H3R17dimethyl  U. Bauer  Kaninchen, polyklonal     5 µl 
H4R3dimethyl  Upstate  Kaninchen, polyklonal     8 µl 
HA.11 (MMS‐101P)  Covance  Maus monoklonal  1 µg     
IgG Kaninchen  Sigma  Kaninchen      4 µg 
IgG Kaninchen  PIERCE  Kaninchen    
IgG Maus  SIGMA  Maus 
c‐Myb, clone1_1  Upstate  Maus, monoklonal  1 µg   4 µg 
PRMT1  AG Bauer  Kaninchen, Serum  10‐15 µl  30 µl 
PRMT1  AG Bauer  Kaninchen, affinit. aufg. 15 – 30 µl  60 µl 
PRMT1 (07‐404)  Upstate  Kaninchen, polyklonal       
PRMT4  AG Bauer  Kaninchen, Serum   10 µl 
PRMT4   AG Bauer  Kaninchen, affinit.aufg.  10‐15  µl   30 µl 
PRMT4 (M‐16)  Santa Cruz  Ziege, polyklonal   2 µg    

































































































































































































































































































































































































































































































Nicht  gesondert  aufgeführte  Chemikalien  und  Substanzen  wurden  von  den  Firmen  Roth 






















































wurden  die  Pellets  wiederum  in  20  ml  TB‐Lösung  resuspendiert  und  mit  1,5  ml  DMSO 











































der  Bakterien  durch  Zugabe  von  10  ml  E2  und  unter  vorsichtigem,  aber  gründlichem 
Mischen. Die Zugabe von 10 ml E3 bewirkt das Ausfallen von Kalium‐Dodecyl‐Sulfat, das mit 
Proteinen  und  genomischer  DNA  einen  Komplex  bildet  und mit  Zelltrümmern  assoziiert 
bleibt.  Somit  verblieben  nach  Zentrifugation  für  30  min  bei  13000  Upm  und  4°C  im 


































Lösung  versetzt,  15  min  bei  ‐20°C  inkubiert  und  dann  zentrifugiert.  Das  führte  zur 
Abtrennung  der  RNA  als  Präzipitat.  Um  die  im  Überstand  gelöste  DNA  nun  von  den 







Die DNA‐  oder  RNA‐Konzentrationen wurden  durch Messung  von  1  µl  der  unverdünnten 
nukleinsäurehaltigen Probe mit dem NanoDrop ND‐1000 bestimmt. Die Konzentration wird 
photometrisch  durch Messung  der Absorption  bei  260  nm  ermittelt. Der  automatisierten 











Restriktionsenzyme  sind  Endonucleasen,  die  das  Zucker‐Phosphat‐Rückgrat  der  DNA 
sequenzspezifisch schneiden. Dabei können an der Restriktionsstelle klebrige  (sticky ends)‐ 
oder  stumpfe Enden  (blunt ends) entstehen. Der Berechnung der benötigen Enzymmenge 
pro  µg  DNA  liegt  zugrunde,  dass  eine  Unit  Enzym  1  µg  Lambda  DNA  unter  optimalen 
Bedingungen in einer Stunde schneidet:  
    ∗ öß       42 
    ∗ öß      







Für  einige  Klonierungsstrategien  ist  es  notwendig  5‘‐Überhänge  so  aufzufüllen,  dass  ein 
stumpfes DNA‐Ende entsteht. Dafür macht man sich die enzymatische Aktiviät des Klenow‐










Der Ansatz wurde  zunächst  bei  37°C  für  10 min  inkubiert  und  dann  bei  75°C  für  10 min 
hitzeinaktiviert. 
4.1.8.   5’ Dephosphorylierung von Vektoren 
Um  eine  Religation  von  linearisierten  Vektoren  zu  vermeiden,  wurde  ein  5‘‐
Dephosphorylierung  der  geschnittenen Vektoren  durchgeführt. Dabei macht man  sich  die 























Für  ein Gel wurde  die  entsprechende Menge Agarose  in  100 ml  Elektrophorespuffer  (1  x 
TBE)  aufgekocht.  Die  Agarosegellösung  wurde  mit  5  µl  Ethidiumbromid  versetzt  und 
handwarm gegossen. Die DNA‐Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und in die Taschen 
geladen. Der Gellauf erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 10 V/cm Elektrodenabstand 








Taschen  des  Kammes  für  das  Agarosegel  abgeklebt  um  ein  möglichst  großes  Volumen 
auftragen  zu  können.  Nach  der  Elektrophorese wurde  die  gewünschte  Bande mit  einem 












Phosphodiesterbindung  zwischen  dem  3‘‐Hydroxyl‐Gruppe  des  einen  und  der  5‘‐
Phosphatgruppe  des  anderen  Endes  kovalent  verknüpft. Diese  Reaktion wird  durch DNA‐
Ligasen katalysiert.  In der Molekularbiologie wird häufig die Ligase des Bakteriophagen T4 
verwendet. Das Enzym  katalysiert die  Ligation  von  klebrigen Enden oder  stumpfen Enden 
doppelsträngiger DNA. 










zweier  Oligonukleotide  (Primer)  an  die  komplementäre  Sequenz  der  DNA  gewährleistet. 
Gleichzeitig  liefern  die  Primer  die  für  die  Amplifikation  nötigen  3‘‐OH‐Enden.  Die 
Verwendung der thermostabilen Taq‐Polmerase ermöglicht die Automatisierung der PCR  in 






















Schritt  Temperatur  Zeit ( bei 1000 bp)  Zyklen 




4. Kettenverlängerung  72°C  10 min   






durch  Anregung  bei  494  nm  Licht  bei  521  nm.  Diese  Lichtemission  wird  während  jedes 
Amplifikationszyklus durch Photosensoren des Lightzyklers gemessen. Der hier verwendete 
Mix  AbsoluteTM  QPCR  SYBR  green Mix  von  Abgene  enthält  neben  Sybr‐Green,  die  DNA‐


















Schritt  Temperatur  Zeit ( bei 60 – 300 bp)  Zyklen 










































Die  Präparation  erfolgte  mit  dem  RNA‐Mini‐Kit  von  Seqlab  nach  den  Angaben  des 
Herstellers. Um  Kontaminationen mit DNA  zu  vermeiden wurde  ein DNA  Verdau  auf  der 



































Die  Behandlung  und  Kultivierung  aller  Zelllinien  erfolgte  unter  sterilen  Bedingungen. 
Angesetzte  Lösungen  wurden  entweder  mit  einem  0,22  µm  Filter  steril  filtriert  oder 
autoklaviert. 
4.2.1.   Kultivierung eukaryotischer adhärenter Zellen 























































Alle  Suspensionszelllinien wurden  im  Brutschrank  bei  37°C,  5 %  CO2  und  100 %  relativer 












und  in  Einfrierröhrchen  überführt.  Diese  wurden  in  einer  Styroporbox  im  ‐80°C 
Gefrierschrank langsam herunter gekühlt und nach einigen Tagen in flüssigen Stickstoff bei ‐
270°C überführt. 




















Lösung  versetzt.  Nach  5  min  konnte  die  Lebend‐Zellzahl  mit  Hemazytometer  bestimmt 
werden. 
4.2.6.  Differenzierung von K562 Zellen mit Hemin und Cytosinarabinosid (Ara‐C)  











von 30 und 50 µM  im Wachstumsmedium  (Dean et al. 1981). Das Zytostatika Ara‐C  ist ein 
Nukleosid‐Analogon  und  wird  in  der  Zelle  zu  Cytosin‐Arabinosid‐Triphosphat 
verstoffwechselt. Es wird anstelle von Cytosintriphosphat  in die DNA eingebaut und  führt, 
wahrscheinlich über Hemmung der Primase, zum Abbruch der Replikationsgabel. Es wurde 
gezeigt,  dass  Ara‐C  ebenfalls  die  Differenzierung  von  K562‐Zellen  in  die  erythroide  Linie 
bewirkt. Dafür wurden die Zellen für 5 Tage mit Ara‐C mit einer Endkonzentration von 0,36 
µM und 10 µM stimuliert. 





















Für  die  Färbung wurden  500  ‐  700 µl  Zellsuspension  abgenommen  und  bei  2000 UpM  in 
einer Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert. Das Zellpellet wurde dann zweimal mit 1 ml 0,9 
%iger NaCl‐Lösung gewaschen und nach den Waschschritten in 100 µl 0,9 %iger NaCl‐Lösung 
resuspendiert.  Anschließend  wurden  50  µl  Benzidin‐Lösung  frisch  mit  2  % 
Wasserstoffperoxid  versetzt  und  zur  jeden  Probe  gegeben.  Nach  30 min  Inkubation  bei 




Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  das  Wachstum  der  Suspensionszelllinie  K562  nach  der 
Transfektion  verschiedener  siRNAs  gemessen.  Die  Transfektion  erfolgte wie  unter  4.2.13 
beschrieben. Am dritten Tag nach der Transfektion wurden die Zellen gezählt und  je 2 ml 
Zellsuspension in Triplikaten zu 1 x 104 Zellen/ml in 6‐well‐Platten ausgesät. Die Bestimmung 
der  Lebendzellzahl  erfolgte  täglich  mit  der  Neubauer‐Zählkammer  unter  Ausschluss  der 
toten Zellen durch Trypanblaufärbung.  
4.2.9.  Wachstum in Methylcellulose 
Methylcellulose  ist ein chemisches Derivat der Cellulose. Das hydrophile Pulver  löst sich  in 























weiteren  Verdünnungsschritt  auf  8000  Zellen/ml  verdünnt  und  davon  je  200  µl  auf  ein 
Aliquot der aufgetauten Methylcellulose gegeben. Nach dem vortexen des Methylcellulose‐
Zellgemisches wurde kurz zentrifugiert und  je 2 x 300 µl  luftblasenfrei  in 24‐wells gegeben. 
Die  äußeren  Vertiefungen  der  24‐well  Platten  wurden  mit  1  x  PBS  aufgefüllt,  um  ein 
Austrocknen der Methylcelullose während der  Inkubation  zu verhindern. Nach  zwei Tagen 






aus  Calcium‐Kationen  und  anionischen  Phosphatgruppen  der  DNA  unter  definierten 
Pufferbedingungen. Diese Präzipitate können dann von den Zellen phagozytiert werden. 















Puffer  vorgelegt,  2,5 M  CaCl2‐Lösung  dazugegeben  und  dann  DNA  dazu  pipettiert.  Nach 
jedem  Schritt  wurde  gemischt.  Das  2  x  HBS  wurde  unter  leichtem  vortexen  langsam 
zugetropft.  Wie  in  der  folgenden  Tabelle  aufgeführt,  wurden  je  nach  Plattengröße 
unterschiedliche Volumina und DNA‐Mengen verwendet.  
Gefäß (Fläche cm2)  DNA (µg)  TE (µl)  CaCl2 (µl)  2x HBS (µl) 
6 cm Platte (21)  10  225  25  250 
10 cm Platte (56)  25  450  50  500 
14 cm (145)  50  900  100  1000 
Nach 20 min  Inkubation wurde das Gemisch tropfenweise auf die Zellen pipettiert und die 
Schalen  leicht  geschwenkt.  Nach  16  Stunden  erfolgte  ein  Mediumwechsel  indem  der 
Zellrasen zunächst mit 1 x PBS gewaschen und dann mit neuem Medium versetzt wurde. Die 






Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  HD11‐Zellen  mit  DNA  durch  Fugene  HD‐Reagenz 
transfiziert. Die Zellen wurden so ausgesät, dass sie eine Konfluenz von ca. 30 ‐ 50 % hatten. 




















wurde  das  Zellkulturmedium  gegen  DMEM  ohne  Serum  und  Antibiotikum  ersetzt.  Der 
Transfektionsansatz  wurde  dann  tropfenweise  auf  die  Zellen  gegeben.  Nach  4  Stunden 
erfolgte die Zugabe von Vollmedium (mit FCS und Antibiotikum). Die Zellen konnten nach 48 
– 72 Stunden nach der Transfektion geerntet werden. 
Gefäß (Fläche cm2)  Opti‐MEM I  DNA (µg)  Fugene HD 











6‐well, (9,4)  10  175  3  15 
6 cm, (21)  21  350  7  30 
10 cm, (56)  50  875  15  75 










Medium  pro  Elektroporationsansatz  aufgenommen  und  in  die  mit  siRNA  oder  DNA 
vorbereiteten Eppendorfgefäße überführt. Die Suspension wurde vorsichtig mit der Pipette 
gemischt  und  dann  in  4  mm‐Elektroporationsküvetten  überführt.  Die  Elektroporation 
erfolgte  zügig  unter  Verwendung  des  BIO‐RAD  Elektroporators mit  einem  exponentiellen 




Messung  von  Signalen  die  von  einzelnen  Zellen  erhalten  werden,  wenn  sie  in  einem 
Flüssigkeitsstrom  durch  einen  Lichtstrahl  treten.  Dabei  können  mehrere  physikalische 
Parameter wie Zellgröße und Granularität sowie Fluoreszenz‐Parameter wie  Intensität und 
Weite  von  Fluoreszenzsignalen  einer  einzelnen  Zelle  in  einer  größeren  Zellpopulation 
bestimmt werden. 
In  proliferierenden  Zellen  verdoppelt  sich  die  chromosomale  DNA  in  der  S‐Phase  des 
Zellzyklus. Daher  ist der Gehalt der DNA nach der  S‐Phase  in der G2/M‐Phase doppelt  so 
groß wie  in einer postmitotischen Zelle  in der G1‐Phase. Die DNA einer Zelle kann durch  in 
die  DNA  interkalierende  Farbstoffe  wie  Propidiumiodid  nachgewiesen  werden.  Solche 
Farbstoffe  können  mit  einem  UV‐Laser  zur  Lichtemission  angeregt  werden,  wobei  das 
Fluoreszenzsignal  proportional  zum  DNA‐Gehalt  der  Zelle  ist.  Diese  Färbung  wird  dazu 
genutzt,  den  DNA‐Gehalt  und  den  Zellzyklusstatus  von  Zellen  einer  Zellpopulation  im 
Durchflusszytometer zu analysieren. Diese Methode kann außerdem verwendet werden um 
den Anteil apoptotischer Zellen  in einer Zellpopulation  zu bestimmen. Typische Merkmale 




















Zellpellet  mit  416  µl  der  PI‐Färbelösung  versetzt  und  30  min  bei  37°C  lichtgeschützt 
inkubiert. Da Propidiumiodid auch in RNA interkalieren kann, wurde diese durch Zugabe von 
RNase A in die Färbelösung entfernt. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension in FACS‐







Die  für  die  Aufreinigung  verwendeten  Säulenmaterialien  sind  in  folgender  Tabelle 
aufgelistet. 
4.3.1.   Reinigung von Proteinfraktionen über Phosphocellulose 
Nach  dem  Äquilibrieren  der  Säule  mit  5  Säulenvolumina  0,1  M  KCl  Laufpuffer  wurden 
maximal 20 mg Protein pro ml Säulenmaterial aufgetragen. Die Elution erfolgte schrittweise. 
Die  Durchbruchsfraktion  bei  0,1  M  KCl  (Phosphocellulose  A  (PCA)),  sowie  die 
Elutionsfraktionen bei 0, 35 M (PCB), 0,6 M (PCC) und 1 M KCl (PCD) wurden aufgefangen. 
4.3.2.   Reinigung  von  Proteinfraktionen  über  den  Anionenaustauscher  EMD‐DEAE‐
Fractogel 650 (EDF) 
Der EDF‐Säulenlauf erfolgte bei einer Flussrate von 2 ml/min mit einem Druck von 0,2 – 0,3 
MPa  (max. Druck 3 MPa). Die  Säule wurde mit 5  Säulenvolumina 0,05 M NaCl‐Laufpuffer 
äquilibiert.  Die  Proteinmenge  der  als  Input  einzusetzenden  PCA‐Fraktion  wurde  so 
berechnet,  dass  die maximale  Ladekapazität  von  300 mg  nicht  überschritten wurde.  Die 
Salzkonzentration  des  Inputs  wurde  auf  50 mM  Salz  eingestellt.  Der  Auftrag  des  Inputs 
erfolgte über einem 50 ml Probenloop. Zur Elution wurde dann ein Salzgradient von 50 mM 
– 180 mM in 64 ml angelegt und je 8 ml‐Fraktionen gesammelt. Anschließend erfolgten zwei 
Elutionsschritte mit  450 mM  NaCl  und  1M  NaCl.  Die  Fraktionen wurden  bezüglich  ihres 
Gehalts an PRMT4 mittels Western Blot Analyse getestet. 




























Der  Input wurde  vor  dem  Auftrag  auf  50 mM  NaCl  eingestellt.  Der  Auftrag  erfolgte mit 
einem 25 ml Probenloop. Die Elution wurde durch Anlegen eines Salzgradienten von 50 – 
250  mM  NaCl  in  40  ml  durchgeführt.  Es  wurden  2  ml  Fraktionen  gesammelt.  Zur 
vollständigen  Elution  aller  gebundenen  Proteine  wurde  ein  1  M  NaCl‐Elutionsschritt 
angeschlossen. Die Fraktionen wurden mittels Western Blot analysiert. 
4.3.4.   Analytische Gelfiltration 
Die  Gelfiltration  dient  der  Auftrennung  von  Proteinen  und  Proteinkomplexen  nach  ihrer 
Größe. Die  hier  verwendeten  Säulentypen  und Materialien  sind  in  der  folgenden  Tabelle 
aufgelistet. 














Um  ein  Verstopfen  der  Säulen  zu  verhindern,  wurden  hochmolekulare  Nukleinsäuren  in 
Proteinextrakten  durch  Behandlung  mit  Benzonase  entfernt.  Außerdem  musste  der  zu 
analysierende Extrakt direkt vor der Beladung der Säule für 15 min mit 13000 UpM bei 4°C 
zentrifugiert  werden,  um  größere  Partikel  und  Präzipitate  abzutrennen.  Laufpuffer  und 

























Druck  von  1,5 MPa.  Um  eine  gute  Auftrennung  von  Proteingemischen  zu  gewährleisten, 
wurde die Säule mit 100 µl  (100 µl Probenloop) Extrakt mit maximal 5 mg Gesamtprotein 
beladen. 
Superdex  200:  Superdex  200  ist  ein  Gelfiltrationsmedium  aus  hochvernetzten  porösen 
Agarose‐Partikeln, das mit Dextranmolekülen kovalent vernetzt. Das Material hat eine hohe 
Auflösung  im  Bereich  von  10  kDa  –  600  kDa  und  ist  chemisch  sehr  stabil.  Vor  dem 


















Für  die  Herstellung  von  Gesamtzellproteinextrakten  aus  eukaryotischen  Zellen  wurden 
bewachsene  Zellkulturschalen  2x  mit  PBS  gewaschen.  Anschließend  gab  man  je  nach 
Schalengröße PBS auf die Zellen  (für 145 cm2 Schalen z.B. 5 ml) und erntete sie mit einem 
Gummischaber.  Die  Zellen  wurden  in  ein  Plastikröhrchen  überführt  und  bei  1200  UpM 
pelletiert.  Das  Zellpellet  wurde  dann  im  3‐fachen  Volumen  des  Zellpellets  in  IPH‐Puffer 
aufgenommen, 30 min bei 4°C unter Rotation  lysiert und dann 15 min mit 13000 UpM bei 
4°C  zentrifugiert.  Der  Überstand  enthielt  den  Gesamtzellproteinextrakt,  welcher  nach 
Zugabe  von  10%  Glycerin  bei  ‐20°C  aufbewahrt wurde.  Für  Proteine,  die  stark mit  dem 
Chromatin assoziiert  sind, wurde die Extraktion modifiziert. Die Lyse erfolgte mit 400 mM 
NaCl  im  IPH‐Puffer. Mit  IPH‐Puffer ohne  Salz wurde dann eine  Salzkonzentration  von 200 
mM eingestellt und anschließend  zentrifugiert. Optional konnte vor der Zentrifugation ein 
Benzonaseverdau  durchgeführt werden.  Nach  Zugabe  von  62,5  Units  Benzonase  pro mg 
















mit  einem  Gummischaber  geerntet  und  bei  1200  UpM  bei  4°C  pelletiert.  Das  Zellpellet 
wurde  nochmal mit  10 ml  PBS  gewaschen  und  bei  2500  UpM  bei  4°C  zentrifugiert.  Das 
Volumen der Zellepellets wurde abgeschätzt und die Zellen im 2‐fachen Volumen hypotonen 
Puffer A resuspendiert. Dies bewirkt ein Quellen der Zellen. Nach 5 ‐ 15 min Inkubation bei 
4°C wurde  die  Zellsuspension  8‐mal mit  einem  Potter mit  Pistill  A  behandelt, wobei  die 
Zellmembranen  zerstört wurden. Nach Zentrifugation  für 5 min bei 2500 UpM wurde der 
Überstand,  der  die  cytoplasmatischen  Proteine  enthielt,  mit  10%  Glycerin  versetzt  und 
eingefroren.  Nach  einer  weiteren  Zentrifugation  des  Pellets  für  20 min  bei  14500  UpM 
wurde der Überstand verworfen und das verbleibende Kernpellet in Puffer S (2‐3 ml für ein 
Pellet  aus  zehn  145  cm2‐Schalen)  aufgenommen. Um  die  Kerne  aufzubrechen, wurde  die 
Suspension 15‐mal mit einem Pistill Typ B gepottert und im Anschluss für 30 ‐ 45 min bei 4°C 
rotiert. Nach der  Zentrifugation bei 14500 UpM bei 4°C  für 30 min wurde der Überstand 





















Gummischaber  geerntet  und  bei  1200  UpM  bei  4°C  pelletiert.  Das  Zellpellet  wurde 






























dann  zentrifugiert,  der  Überstand  abgenommen  und  die  Beads  in  SDS‐Probenpuffer 
aufgenommen (siehe 4.4.6). 
4.4.6.   SDS‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese (SDS‐PAGE) von Proteinen 

















Die  SDS‐Gelelektrophorese  wurde  mit  dem  Mini‐Protean‐System  von  Bio‐Rad  nach  den 
Angaben  des  Herstellers  durchgeführt.  Die  Glasplatten  wurden  vor  Gebrauch  mit  EtOH 
gereinigt. Zunächst wurde die Polymerisation des Trenngels durch Zugabe von 1 % APS und 1 
% TEMED gestartet und sofort zwischen die Glasplatten gegossen. Um eine Luftblasen freie 
und  glatte  Grenzschicht  zu  erhalten,  wurde  mit  Isopropanol  überschichtet.  Nach  der 
Polymerisation  wurde  das  Isopropanol  abgeschüttet  und  mit  Wasser  abgespült.  Das 
Sammelgel  wurde  dann  mit  1  %  TEMED  und  1  %  APS  versetzt  und  der  Kamm  sofort 
eingesetzt.  Nach  der  Polymerisation  wurde  der  Kamm  gezogen,  das  Gel  in  die 
Elektrophoresekammer  gespannt  und  die  Elektrophoresekammer  mit  1x  SDS‐Laufpuffer 
aufgefüllt.  Die  mit  4x  SDS  Probenpuffer  versetzten  Proben  wurden  5  min  bei  95°C 
denaturiert und danach  in die Geltaschen pipettiert. Für die Größenbestimmung wurde ein 
Proteinmarker auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 180 V  für etwa 1  ‐ 
1,5  Stunden  bei  Raumtemperatur  (RT).  Die  so  aufgetrennten  Proteine  konnten  nun 
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entweder  angefärbt  (siehe  4.4.7,  4.4.8)  oder  für  einen Western  Blot  auf  eine Membran 
transferiert werden (siehe 4.4.10; 4.4.11). 
4.4.7.  Coomassiefärbung von Proteingelen  








Nach der Polyacrylamid‐Gelelektrophorese wurde das Gel  je nach Dicke  für 15  ‐ 60 min  in 




Die  in  der  SDS‐PAGE  aufgetrennten  Proteine  können  mit  Hilfe  einer  Silberfärbung 
nachgewiesen werden.  Dabei  Lagern  sich  Silberionen  an  die  Proteine  an  und werden  in 


















frisch  mit  Formaldehyd  versetzt  bevor  sie  für  eine  20  minütige  Inkubation  auf  das  Gel 
gegeben  wurde.  Dann  erfolgten  3  Waschungen  mit  A.  bidest.  für  je  20  Sekunden.  Die 
Entwicklerlösung, Lösung C, wurde frisch mit Formaldehyd versetzt und das Gel darin 2 ‐ 10 
min entwickelt. Bei ausreichender Dunkelfärbung der Proteinbanden wurde die  Inkubation 
abgebrochen  indem  2‐mal  für  je  2 min mit A.  bidest.  gewaschen wurde. Währenddessen 
dunkelten  die  Banden  noch  nach. Den  endgültigen  Stopp  der  Entwicklung  erreichte man 
durch Überführen des Gels in Fixierlösung. 
4.4.9.   Analyse von Proteinen mit Maldi‐TOF 
Die  Identifikation  von  Proteinbanden  aus  Silber  gefärbten  Gelen  wurde  von  Jürgen 
Adamkiewicz,  IMT Marburg, durchgeführt. Dafür wurden zunächst gefärbte Proteinbanden 
aus  dem  Gel  ausgeschnitten,  tryptisch  verdaut  und  aus  dem  Gel  extrahiert.  Die 
massenspektrometrische Analyse erfolgte mittels MALDI‐TOF. 
4.4.10. Western Blot, nass 
Mit  dem  Western  Blot  werden  Proteine  nach  der  Auftrennung  mittels  SDS‐


















Der  Transfer  erfolgte  bei  45  Volt.  Die  Zeitdauer  des  Blottens  richtete  sich  nach  der 













Beim  Semi‐Dry  Blotverfahren  wurden  Membranen  und  Whatman  Papiere  in  Blotpuffer 














































wurde  ebenfalls  in  Blocklösung  verdünnt  und  mit  der  Membran  für  1  Stunde  bei 















erhitzt.  Nach  gründlichem  Waschen  in  Wasser  konnte  die  Membran  für  weitere 
Immunfärbungen verwendet werden. 
4.4.15. Präparation von GST‐Fusionsproteinen aus Bakterien 


























10 ml PBS/TritonX‐100  (inkl. Proteaseinhibitoren  je 1:1000)  resuspendiert. Zum Aufschluss 




2.000 UpM  für  5 min  pelletiert  und  insgesamt  viermal mit  je  20 ml PBS/TritonX‐100  und 
einmal mit  PBS  gewaschen.  Das  gebundene  GST‐Fusionsprotein wurde  nun  entweder  an 
Glutathion‐Sepharose gebunden aufbewahrt oder von der Sepharose eluiert. Das gebundene 
Fusionsprotein  wurde  mit  Glycerin  (finale  Konzentration  10  %)  versetzt  und  bei  ‐80°C 































10 ml Bindepuffer  (inkl. Proteaseinhibitoren  je 1:1000)  resuspendiert. Zum Aufschluss der 
Bakterien  wurde  die  Suspension  3‐mal  für  30  Sekunden  bei  20  %  sonifiziert  und  die 
Zelltrümmer bei 5.850 UpM für 15 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wurde  in ein 
neues 50 ml Plastikröhrchen überführt, mit 300 µl Ni2+‐Agarose versetzt und für 2 Stunden 




versetzt und bei  ‐80°C  gelagert.  Zur Elution wurde die Ni2+‐Agarose  in einem Volumenteil 
Elutionspuffer aufgenommen und für 30 min unter Rotation bei 4°C inkubiert. Der Überstand 























zentrifugiert.  Die  Extrakte  konnten  dann  mit  der  geblockten  GST‐Sepharose  vereinigt 
werden. Das Gemisch wurde zunächst 2 Stunden bei 4°C rotiert, mit  IPH‐Puffer gewaschen 
und  für  1  min  bei  5000  UpM  zentrifugiert.  Der  Waschschritt  wurde  insgesamt  6‐mal 
wiederholt.  Nach  dem  letzten  Schritt  wurde  die  GST‐Sepharose  in  SDS‐Probenpuffer 
aufgenommen  um  die  gebundenen  Proteine  zu  eluieren.  Ca.  5  ‐  20  %  Input  wurden 
zusammen mit dem Pulldown‐Proben mittels Western Blot‐Analyse ausgewertet.  
Die  Inkubationszeiten  für  die  Bindung  sowie  die Waschbedingungen mussten  für  die  zu 
untersuchenden Interaktionen optimiert werden. 
4.4.18. GST‐Pulldown mit rekombinanten Proteinen 
Mit  einem  GST‐Pulldown‐Assay  mit  rekombinanten  Proteinen  kann  eine  physikalische 
Interkation zweier Proteine überprüft werden. Bei dieser Form des GST‐Pulldowns werden 




Für  den  Pulldown wurde  von  jedem  Protein  eine Menge  von  0,5  ‐  1  µg  eingesetzt.  Der 
Pulldown  erfolgte  wie  unter  4.4.17  beschrieben,  jedoch  wurde  auf  ein  Preclearing  der 
Proteinlösung verzichtet. 
4.4.19. In vitro Translation (IVT) 
Die  IVT wurde mit  dem  TnT  ®  T3  Coupled  Reticulocyte  Lysate  System  von  Promega  laut 




















µg)  in  den  Pulldowns  verwendet.  Das  Volumen  der  Sepharose‐Kügelchen  wurde  mit 
Glutathion‐Sepharose auf 20 µl aufgefüllt. Zum Absättigen unspezifischer Bindungen wurde 
die Sepharose mit der entsprechenden Menge Bindepuffer zunächst 10 min bei RT rotiert. 





Sepharose  mit  NETN  Puffer  erfolgte  4‐mal.  Die  Sepharose  wurde  dann  zur  Elution  der 
Proteine  in  SDS‐Probenpuffer  aufgenommen.  Die  Eluate wurden  zusammen mit  Input  in 
einem  SDS‐Gel  aufgetrennt.  Zur  Verstärkung  des  radioaktiven  Signals  wurde  das  Gel  2 
Stunden  in  Enlight  Enhancing‐Lösung  gebadet  (Fluorographie),  dann  getrocknet  und  1  ‐  7 
Tage bei exponiert. 
4.4.21. In vitro‐Methylierung 
Die  in  vitro Methylierungsreaktion  dient  dem  Nachweis  der  enzymatischen  Aktivität  von 
Argininmethyltransferasen. Als Methylgruppendonor wird radioaktiv markiertes S‐Adenosyl‐
Methionin  verwendet,  sodass  die Übertragung  der Methylgruppe  auf  ein  Substrat  in  der 
Fluorgraphie  nachvollzogen  werden  kann.  Als  Quelle  des  Enzyms  werden  rekombinante, 




































Je  nach  Experiment  wurden  500  µg  ‐  2  mg  Extrakt  eingesetzt.  Bei  unterschiedlichen 
Proteinkonzentrationen der verwendeten Extrakte wurden die Gesamtvolumina der Ansätze 
mit  IPH‐Puffer angeglichen. Nach der Zugabe der Antikörper  (1  ‐ 4 µg/mg Protein) erfolgte 
bei 4°C unter Rotation eine Inkubation von 4 – 16 Stunden. Parallel dazu wurde die Protein 
A/G‐Sepharose mit 200 µg/ml BSA  in IPH‐Puffer mindestens für 2 Stunden bei 4°C geblockt 
um  unspezifische  Proteinbindung  an  die  Sepharose  zu  minimieren.  Um  die  Antikörper‐
Antigen‐Komplexe aus dem Extrakt zu depletieren, wurden 10 ‐ 20 µl der geblockten Protein 
A/G‐Sepharose  dazugegeben  und  für  2  Stunden  bei  4°C unter Rotation  inkubiert. Danach 




Für  die  Untersuchung  von  Interaktionen  von  Proteinen  in  einem  Zellextrakt,  wurde  ein 
Partner  mittels  eines  spezifischen  Antikörpers  immunpräzipitiert.  In  der  Western  Blot‐
Analyse wurde  dann  durch  Immunfärbung  überprüft,  ob  dieses  Protein  den  potentiellen 





Nach  dem  Abzentrifugieren  der  Protein–A/G‐Sepharose  wurden  die  Extrakte  in  der  IP 
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weiterverwendet.  Außerdem wurden  die  Salzkonzentrationen  im  IPH‐Puffer,  Protein‐  und 
Antikörpermengen  je nach Experiment optimiert. Um eine DNA‐vermittelte  Interaktion der 
potentiellen  Interaktionspartner  auszuschließen,  wurden  die  Proteinextrakte  vor  der 
Immunpräzipitation mit 10 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. 
4.4.24. Chromatinimmunpräzipitation (ChIP) 
Mit  dieser  Methode  kann  überprüft  werden,  ob  ein  bestimmtes  Protein  mit  einem 
definierten DNA‐Abschnitt  in vivo  interagiert. Dazu werden DNA‐assoziierte Proteine durch 
Formaldehyd  chemisch  mit  der  DNA  vernetzt  (Crosslinking).  Das  Chromatin  wird 





















































die Zellkerne. Das Pellet wurde  in Lysepuffer 2 aufgenommen, auf Eis  für 10 min  inkubiert 
und in 15 ml‐Falcons zu je 1 ml aliqoutiert. Anschließend erfolgte das Scheren der DNA durch 
mechanische Zerkleinerung mit dem Sonifikator für 80 x 1 Sekunde bei 25 ‐ 30 % Amplitude. 





Nacht  bei  65°C  inkubiert.  Am  nächsten  Tag  wurden  10  µl  des  Chromatins  mittels 






Absättigen  der  Protein‐A/G‐Sepharose: Die  benötige Gesamtmenge  an  Sepharose wurde 









mit 1 µg Kaninchen oder Maus  IgG pro  IP versetzt. Nach einer Stunde  Inkubation bei 4°C 
wurde der Ansatz 3‐mal mit 10 ml Lysepuffer 2 gewaschen. 
Preclearing  2  des  Chromatins:  Das  Chromatin  wurde mit  der  IgG‐gesättigten  Sepharose 
versetzt.  Nach  einer  Stunde  Inkubation  bei  4°C  konnte  die  Sepharose  bei  3000  UpM 
abzentrifugiert und das Chromatin für die Immunpräzipitation verwendet werden. 
Immunpräzipitation  (IP):  Das  Chromatin  konnte  nach  dem  zweiten  Preclearing  in  der 
Immunpräzipitation  eingesetzt  werden.  Das  Chromatin  wurde  gleichmäßig  auf 
Eppendorfgefäße verteilt und die Antikörper dazu pipettiert. Zuvor wurden pro Bedingung 2‐
mal 1% der  Inputmenge des Chromatins abgenommen. Die  Inkubation erfolgte über Nacht 
bei 4°C auf dem Rad. Am nächsten Tag wurde die Sepharose  (30 µl pro  IP)  in die Ansätze 




















Diese  Methode  dient  der  Aufreinigung  polyklonaler  Antikörperseren.  Dabei  wird 




Das  Antigen,  das  für  die  Bindung  des  Antikörpers  verwendet  werden  sollte,  wurde  als 
rekombinantes Protein  aus Bakterien  aufgereinigt  (4.4.15 und  4.4.16). Ca.  0,5  ‐  1 mg des 
Proteins wurden mit  einem  1,5 mm dicken  SDS‐Gel  gelelektrophoretisch  aufgetrennt und 
anschließend  auf  Nitrocellulose  geblottet  (4.4.6,  4.4.10).  Die  Proteine  auf  der Membran 
wurden  durch  eine  Ponceau  S‐Färbung  angefärbt  und  die  entsprechenden  Proteinbanden 
ausgeschnitten. Um  schwach  gebundene  Proteine  von  der Membran  zu  lösen, wurde  die 
Membran  bei RT  für  5 min mit  Elutionspuffer  und  anschließend  2‐mal  für  2 min mit  TBS 
gewaschen.  Die Membran wurde mit  BSA‐Lösung  für  2  Stunden  bei  RT  abgesättigt.  Das 
Antikörperserum wurde  1:5  in  TBS  verdünnt  und  bei  4°C  über  Nacht mit  der Membran 
inkubiert.  Die  Serumverdünnung  wurde  abgenommen  und  für  einen  zweiten 
Aufreinigungsschritt aufbewahrt. Die Membran wurde 3‐mal für 5 min bei RT mit TBS/Tween 




















Transkriptionsfaktoren  beschrieben.  Außerdem  gibt  es  einige  Befunde  die  belegen,  dass 
beide  PRMTs  in  der  Aktivierung  der  Transkription  zusammenwirken.  So  konnte  eine 
kooperative  Verstärkung  der  Transkription  für  nukleäre  Hormonrezeptoren,  p53  und  für 
NFB gezeigt werden (Koh et al. 2001; Lee et al. 2002; An et al. 2004; Hassa et al. 2008).  
Die Rolle von PRMT1 und PRMT4 in der Genexpression und ihre Kooperativität wurde in der 
Dissertation  von  Markus  Kleinschmidt  (AG  Bauer,  2006)  mit  einer  globalen 
Genexpressionsanalyse untersucht. Ziel war es dabei neue Zielgene von PRMT1 und PRMT4 
zu  identifizieren  und  damit  bisher  unbekannte  Funktionen  der  PRMTs  in  zellulären 
Signalwegen aufzudecken. Dafür wurden PRMT1 und PRMT4 jeweils einzeln und zusammen 
mittels siRNA  in HeLa‐Zellen depletiert. Die Analyse des Genexpressionsprofils mittels eines 
humanen  11552  cDNA‐Chips  ergab  keine  Änderung  der  Genexpression  der 
Einzelknockdowns  im  Vergleich  zum  Wildtyp.  Eine  signifikante  Änderung  in  der 
Genexpression wurde jedoch nach Depletion beider PRMTs (Doppelknockdown) beobachtet. 
Mehr  als  46  Gene  waren  mehr  als  2‐fach  dereguliert.  Diese  Resultate  wurden  durch 
quantitative  PCR  der  cDNA  der  knockdown‐Bedingungen  verifiziert.  Die  Promotoren  der 
durch PRMT1 und PRMT4 deregulierten Gene wurden hinsichtlich  ihrer cis‐regulatorischen 
Elemente untersucht. Diese Analyse identifizierte Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren 
STAT5  und  STAT6  in  einigen  der  durch  PRMT1  und  PRMT4  aktivierten  Gene.  Darunter 
befanden  sich  die  Gene  CITED2  (Cbp/p300‐interacting  transactivator,  with  Glu/Asp‐rich 
carboxy‐terminal domain, 2) und KRT8 (Keratin 8).  
Im  Rahmen  der  Arbeit  von  Markus  Kleinschmidt  wurden  neue,  putative  Zielgene  der 
kooperativen  Coaktivierung  durch  PRMT1  und  PRMT4  identifiziert  und  eine Anreicherung 








5.1.1.  Die  PRMT1/PRMT4‐regulierten  Zielgene  CITED2  und  KRT8  werden  durch  IL‐4 
induziert 





Lymphozyten  ist  außerdem  bekannt,  dass  IL‐4  den  STAT5‐abhängigen  Signalweg  induziert 
(Lischke  et  al.  1998).  Nach  der  Bindung  des  Cytokins  IL‐4  an  seinen  Cytokinrezeptor 
phosphoryliert eine rezeptorassoziierte Kinase (JAK) bestimmte Tyrosinreste von STAT5 und 
STAT6. Dies ermöglicht eine Dimerisierung der STAT‐Proteine, was zu  ihrer Freisetzung von 
den  Cytokinrezeptoren  führt.  Die  STAT‐Dimere  werden  durch  Importine  in  den  Zellkern 
lokalisiert,  binden  dort  an  spezifische  DNA‐Bindestellen  und  aktivieren  die  Transkription 
ihrer Zielgene.  
Die Aktivierung des STAT5‐ und STAT6‐Signalweges durch  IL‐4  in HeLa‐Zellen wurde durch 
den  Nachweis  der  Tyrosinphosphorylierung  der  Transkriptionsfaktoren  untersucht.  HeLa‐
Zellen wurden mit IL‐4 stimuliert und dann direkt in SDS‐Lysepuffer aufgenommen, um eine 
Dephosphorylierung  zu  verhindern.  Die  Western  Blot‐Färbung  in  Abb.  8  A  zeigt  die 
Phosphorylierung  beider  Transkriptionsfaktoren  nach  einem  IL‐4‐Stimulus.  Die 
Proteinmengen  von  STAT5  und  STAT6  blieben  während  des  IL‐4‐Stimulus  unverändert. 
Folglich konnte der STAT5‐ und STAT6‐Signalweg in HeLa‐Zellen durch IL‐4 aktiviert werden. 
Die Transkriptmengen von CITED2 und KRT8 vor und nach dem IL‐4‐Stimulus wurden in Abb. 








A. HeLa Zellen wurden mit 20 ng/ml  Interleukin  für 0, 1 und 4 h behandelt und dann  in 1  x SDS‐
Probenpuffer aufgenommen und die Extrakte 10 Sekunden sonifiziert. 50 µl der Proben wurden  im 
Western Blot mit den genannten Antikörpern analysiert. Der Antikörper gegen Phospho‐STAT5A/B ist 







sowie  die  beiden  PRMTs  für  die  IL‐4‐vermittelte  Induktion  der  Gene  CITED2  und  KRT8 
notwendig  sind.  HeLa‐Zellen  wurden  mit  siRNA  gegen  STAT5,  STAT6  und  beide  PRMTs 
transfiziert  und  nach  24  Stunden mit  IL‐4  behandelt.  Die  siRNA  gegen  STAT5  wurde  so 
gewählt,  dass  sie  die Depletion  beider  für  STAT5  kodierenden Gene  STAT5A  und  STAT5B 
bewirkt  (Paukku  and  Silvennoinen  2004). Die Depletion  der  Transkriptionsfaktoren  STAT5 
und STAT6 wurde  im Western Blot auf Proteinebene überprüft (Abb. 9 A). Im Vergleich zur 
Ladekontrolle ‐Tubulin war eine  spezifische Depletion  von  STAT5 und  STAT6 erfolgt. Der 
erfolgreiche knockdown von PRMT1/PRMT4 wurde mit RT‐qPCR nachgewiesen (Abb. 9 B). In 
Abb. 9 C wurde die Genexpression von CITED2 und KRT8  im Doppelknockdown von PRMT1 
und  PRMT4,  und  im  knockdown  von  STAT5  oder  STAT6  vor  und  nach  IL‐4‐Stimulation 
untersucht.  In  unbehandelten  Zellen  führte  eine  Codepletion  von  PRMT1  und  PRMT4  im 
Vergleich zur Kontrolle siNON zu verringerten Transkriptmengen von CITED2 und KRT8 in der 
RT‐qPCR.  Dieses  Resultat  entspricht  dem  Befund  in  der  Microarrayanalyse  (Dissertation 
Markus  Kleinschmidt,  2006).  Hingegen  hatte  die  Depletion  von  STAT5  oder  STAT6  im 
uninduzierten Zustand keinen Einfluss auf die Expression von CITED2 und KRT8  (Abb. 9 C). 
Desweiteren war  zu  beobachten,  dass  die  Codepletion  von  PRMT1  und  PRMT4  bzw.  die 
Depletion  von  STAT5  keine Auswirkung auf die  IL‐4‐vermittelte  transkriptionelle  Induktion 
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von  KRT8  hatte.  Jedoch  führte  die  Depletion  von  STAT6  zu  einem  Verlust  der  IL‐4‐
vermittelten  transkriptionellen  Aktivierung  von  KRT8  (Abb.  9  C).  Die  beobachtete 
transkriptionelle Aktivierung  von KRT8 nach dem  IL‐4‐Stimulus war daher unabhängig  von 
PRMT1 und PRMT4 bzw. STAT5, könnte  jedoch STAT6 vermittelt sein.  Im Falle des CITED2‐
Gens  verhinderte  die  Codepletion  von  PRMT1  und  PRMT4  bzw.  die Depletion  von  STAT5 
vollständig eine Aktivierung der Genexpression durch den  IL‐4‐Stimulus  (Abb. 9 C). Da die 
Depletion  von  STAT6  jedoch  zu  einer  geringeren  Expression  der  beiden  Coaktivatoren 















Expression  von  PRMT1  und  PRMT4  beeinflusste,  wurde  der  STAT6‐Signalweg  in  den 
folgenden  Experimenten  nicht  weiter  untersucht.  KRT8  konnte  zwar  durch  IL‐4 
transkriptionell  induziert werden,  jedoch war diese  transkriptionelle  Induktion unabhängig 
von PRMT1 und PRMT4 bzw. STAT5.  
5.1.3.  CITED2 ist ein direktes Zielgen von STAT5, PRMT1 und PRMT4 
PRMT1  und  PRMT4 wirken  als  direkte  Coaktivatoren,  indem  sie  an  die  Promotoren  ihrer 
Zielgene rekrutiert werden. Dies wurde zum Beispiel für PRMT4  in der estrogenabhängigen 




STAT5  zu  untersuchen,  sollte  nun  ihre  Rekrutierung  an  das  CITED2‐Gen  durch 




in  Abb.  9  C  unter  normalen Wachstumsbedingungen mit  10  %  FCS  ein  knockdown  von 
PRMT1 und PRMT4 zu einem Verlust der CITED2‐Genexpression führte, lag CITED2 also unter 
herkömmlichen  Zellkulturbedingungen  schon  induziert  vor.  Die  Analyse  der  CITED2‐
Genexpression  von  gehungerten  im  Vergleich  zu  in  10  %  FCS  gewachsenen  HeLa‐Zellen 
machte deutlich, dass CITED2 durch die Zugabe von 10 % FCS transkriptionell induziert wird 
(Abb. 10 A). Die transkriptionelle Induzierbarkeit von CITED2 durch IL‐4 war in gehungerten 
und  in  10  %  FCS‐gewachsenen  HeLa‐Zellen  gleichermaßen  möglich  (Abb.  10  A).  Eine 
Kombination  des  Stimulus  mit  10  %  FCS  und  IL‐4  (FCS/IL‐4)  bewirkte  eine  verstärkte 
Transkription  des  CITED2‐Gens. Gegenüber  den Wachstumsbedingungen  ohne  FCS  führte 
der FCS/IL‐4‐Stimulus zu einer über 4‐fachen Induktion von CITED2 (Abb. 10 A).  
Die  Rekrutierung  der  Faktoren  PRMT1,  PRMT4  und  STAT5  an  die  STAT5‐Bindestelle  des 
CITED2‐Promotors wurde nun mittels ChIP von gehungerten und mit FCS/IL‐4‐stimulierten 
HeLa‐Zellen  analysiert  (Abb.  10  C). Der  Transkriptionsfaktor  STAT5 war  vor  und  nach  der 














%  FCS  und  20  ng/ml  IL‐4  für  16  h  behandelt  (graue  Balken)  und  dann  für  die 
Chromatinimmunpräzipitation  geerntet.  In  der  ChIP  wurden  Antikörper  gegen  STAT5,  und  Seren 
gegen  PRMT4  und  PRMT1,  sowie  die  Kontrollantikörper  Kaninchen  IgG  und  Präimmunseren 
verwendet. Die Auswertung der  immunpräzipitierten DNA erfolgte mittels qPCR  in Triplikaten. Die 
verwendeten  Primer  für  den  Promotor  des  CITED2‐Gens  umspannen  die  potentielle  STAT5‐




in  der  ChIP  untersucht.  Aus  Abb.  11  geht  hervor,  dass  STAT5  und  PRMT4  in  einem 
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transienten  Verlauf  an  den  CITED2‐Promotor  rekrutiert  wurden.  Das  Maximum  für  die 
Rekrutierung wurde  nach  8  Stunden  detekiert.  STAT5  lag  also  nicht  konstitutiv mit  dem 
CITED2‐Promotor  assoziiert  vor,  sondern  war  nach  16  Stunden  bereits  vom  Promotor 
dissoziiert.  PRMT1  wurde  ebenfalls  stimulusabhängig  an  den  Promotor  rekrutiert,  blieb 
jedoch auch nach 16 Stunden assoziiert.  
Die  Funktion  von  PRMT1  und  PRMT4  als  Coaktivatoren  geht  mit  der  asymmetrischen 
Dimethylierung von Histonen einher. Dabei methyliert PRMT1 Histon H4 am Arginin 3 und 
PRMT4  Histon  H3  am  Arginin  17  (Wang  2001;  Bauer  2002).  Um  zu  untersuchen,  ob  die 
katalytische Aktivität der beiden PRMTs bei der Induktion des CITED2‐Gens eine Rolle spielt, 




Die  durchgeführten  ChIP‐Analysen  zeigten,  dass  CITED2  ein  direktes  Zielgen  des 
Transkriptionsfaktors  STAT5  und  der  Coaktivatoren  PRMT1  und  PRMT4  ist.  Da  die 
transkriptionelle  Induktion  des  CITED2‐Gens  durch  IL‐4  mit  der  PRMT1‐  und  PRMT4‐ 












aufgereinigte  Antikörper  gegen  PRMT4  und  PRMT1,  sowie  Kontrollantikörper  aus  Kaninchen  IgG 
verwendet. Die Auswertung der  immunpräzipitierten DNA erfolgte mittels qPCR  in Triplikaten. Die 
verwendeten  Primer  für  den  Promotor  des  CITED2‐Gens  umspannen  die  potentielle  STAT5‐
Bindestelle. Die Rekrutierung wurde auf IgG bezogen. 
5.1.4.   PRMT1 und PRMT4 interagieren cytokinabhängig mit STAT5 in vitro und in vivo 
Die  bisherigen  Daten  haben  gezeigt,  dass  STAT5,  PRMT1  und  PRMT4  eine  Rolle  bei  der 















unter  beiden  Bedingungen  (Abb.  12  A).  Nach  Induktion mit  IL‐4  konnte  eine  verstärkte 
Interaktion von STAT5B mit GST‐PRMT1 und GST‐PRMT4 detektiert werden (Abb. 12 A). Das 
GST‐Kontrollprotein war nicht in der Lage STAT5B aus dem Extrakt zu binden.  
Dieses  Resultat  sollte mittels  Coimmunpräzipitation  unter  Verwendung  eines  Antikörpers 
gegen  PRMT1  und  PRMT4  verifiziert werden  (Abb.  12  B).  Die  Inputfärbung  in  Abb.  12  B 
zeigte eine gleichmäßige Expression der Proteine PRMT1, PRMT4 und STAT5 während der IL‐
4‐Induktion von HeLa‐Zellen. Aus der Western Blot‐Analyse der CoIP ging hervor, dass mit 
Antikörpern  gegen  PRMT1  und  PRMT4  nach  Stimulation  mit  IL‐4  im  Vergleich  zum 
Kontrollantikörper endogenes  STAT5  copräzipitiert werden  konnte.  Im  Falle der PRMT4‐IP 
war  eine  schwache  Interaktion mit  STAT5  schon  im  uninduzierten  Zustand  zu  erkennen, 
diese wurde durch eine Stunde  Inkubation mit  IL‐4 deutlich verstärkt. Die  IL‐4‐vermittelte 
Interaktion  zwischen  PRMT1  und  STAT5  war  nach  16  Stunden  am  stärksten.  Die 
Immunfärbung  von  PRMT1  und  PRMT4  zeigte  eine  einheitliche  Anreicherung  von  PRMT1 
und PRMT4 in den IPs der untersuchten Bedingungen (Abb. 12 B). 
Anhand  dieser  Ergebnisse  konnte  festgestellt  werden,  dass  PRMT1  und  PRMT4  in 
Abhängigkeit von  IL‐4 mit STAT5  interagieren. Zusammen mit den Resultaten aus der ChIP‐








A.  HeLa‐Zellen  wurden  mit  pECE‐STAT5B  (10  µg  pro  14  cm‐Schale)  mittels  Calciumphosphat‐
Transfektion transfiziert und nicht behandelt (‐) oder für 16 Stunden mit IL‐4 behandelt (+). Die Zellen 
wurden in IPH‐Puffer (mit Phosphataseinhibitoren) lysiert. An Glutathion‐Sepharose gebundenes GST 
(1  µg),  GST‐PRMT1  und  GST‐PRMT4  wurden  in  einem  Coomassiegel  abgeglichen  (mit  Stern 
gekennzeichnet) und mit 250 µg IPH‐Lysat für 2 h bei 4°C inkubiert. Die an die Glutathione‐Sepharose 
gebundenen  Proteine wurden  zusammen mit  2 %  Input  im Western Blot  gegen  STAT5  gefärbt B. 
HeLa‐Zellen wurden mit IL‐4 für 0, 1 und 16 Stunden behandelt und geerntet. Die Präparation eines 
Kernextraktes erfolgte nach 3.4.3. Je 500 µg Extrakt wurden mit 15 µl ‐PRMT1, 7,5 µl ‐PRMT4 und 








neuen  Interaktionspartnern  dar.  Für  CBP  und  p160‐Coaktivatoren  ist  gezeigt,  dass  diese 
indirekt bzw. direkt mit PRMT4 assoziieren. Diese  Interaktionen sind  für die Ausübung der 
Rolle von PRMT4 als transkriptioneller Regulator wichtig (Chen et al. 1999; An et al. 2004). 
Weiterhin  ist  bekannt,  dass  PRMT4  innerhalb  eines  estrogeninduzierten 
Multiproteinkomplexes vorliegt, der die Methylierung von Histon H3 durch PRMT4 reguliert 
(Xu et al. 2004). Diese Beispiele weisen darauf hin, dass die Funktion von PRMT4 durch die 
Interaktion mit einzelnen Proteinen oder  innerhalb  von Multiproteinkomplexen  vermittelt 
wird.  Um  bisher  unbekannte  Interaktionspartner  von  PRMT4  zu  identifizieren  und  damit 








DNA  und  somit  eine  Elution  im  Ausschlussvolumen  (v0)  der  Säule  zu  verhindern.  Die 
Gelfiltration mit einer Superose 6‐Säule ermöglichte eine breite Auftrennung der Proteine in 
einem  Größenbereich  von  5  bis  5  000  kDa.  Der  Abgleich  mit  den  Elutionsprofilen  von 
Eichproteinen  erlaubte  eine  Abschätzung  der  Komplexgröße.  Während  der  Gelfiltration 
wurden  1ml‐Fraktionen  gesammelt  und  diese  mittels  Western  Blot  analysiert.  Aus  dem 
Elutionsprofil  geht hervor, dass PRMT4  in  allen  getesteten  Zelllinien  in den  Fraktionen 14 
und  15 mit  einem Größenbereich  von  etwa  100  bis  500  kDa  vorlag  (Abb.  13). Außerdem 
konnte  PRMT4  in  HEK293‐  und  schwächer  in  Molt‐4‐Zellen  zusätzlich  in  Fraktion  13 
detektiert werden, also  in einem Größenbereich, der größer war als 500 kDa.  Im Profil der 
MCF7‐Zellen war das Elutionsmaximum bei Fraktion 15, und damit  im Vergleich  zu Molt‐4 
und  HEK293  um  eine  Fraktion  zu  einer  kleineren  Komplexgröße  hin  verschoben.  Im 
Gegensatz  zu  HEK293‐  und  Molt‐4‐Zellen,  konnte  PRMT4  in  MCF7‐Zellen  schwach  im 
monomeren Bereich von 63 kDa in der Gelfiltration detektiert werden. Anhand der PRMT4‐
Färbung  sind  außerdem  unterschiedliche  Laufhöhen  der  PRMT4‐Banden  im  SDS‐Gel  zu 
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Um  eine  genauere Auftrennung  im Größenbereich  von  kleineren  Komplexen  zu  erhalten, 
wurden weitere Gelfiltrationen mit  einer  Superdex  200‐Säule  durchgeführt  (Abb.  14). Die 
Superdex 200‐Säule ermöglichte eine optimale Auftrennung  im Größenbereich  von 10 bis 
600  kDa.  Es  wurden  1  ml‐  Fraktionen  gesammelt  und  im  Western  Blot  analysiert.  Die 





















5.2.2.  Vergleich  der  Komplexgröße  von  PRMT4  aus  cytosolischen  und  nukleären 
Präparationen 
Für  PRMT4  ist  sowohl  eine  cytosolische  als  auch  eine  nukleäre  Lokalisation  beschrieben 
(Herrmann  et  al.  2009).  Es  ergab  sich  daher  die  Fragestellung,  ob  die  Komplexgröße  von 
PRMT4  aus  dem  cytosolischen  im  Vergleich  zum  nukleären  Kompartiment  Unterschiede 
aufweist.  Aus  HEK293‐Zellen  wurde  eine  Extraktion  nach  Dignam  angefertigt.  Bei  dieser 















Gelfiltrationssäule  aufgetragen.  Es  wurden  500  µl‐Fraktionen  gesammelt.  Die  vollständigen 
Fraktionen wurden mit Resin‐Beads eingeengt und zusammen mit dem Input auf ein 7,5 %iges SDS‐
Gel aufgetragen. In der Western Blot‐Analyse wurde nach PRMT4 gefärbt.  
5.2.3.  Chromatographische  Aufreinigung  PRMT4‐haltiger  Komplexe  –  Strategie  und 
Analyse 
Die  Gelfitrationsanalysen  machten  deutlich,  dass  PRMT4  vermutlich  in  Assoziation  mit 
















einer  Anionenaustauscher‐Chromatographie  über  EMD‐DEAE‐Fractogel  und  einem  stärkeren 
Anionenaustauscher  MonoQ.  Aus  den  mit  PRMT4  angereicherten  Fraktionen  wurde  PRMT4 
immunpräzipitiert  und  auf  ein  SDS‐Gel  aufgetragen.  Das  SDS‐Gel  wurde  einer  Silberfärbung 
unterzogen  um  daraus  gefärbte,  copräzipitierte  Banden  auszuschneiden  und  in  der 
massenspektrometrischen Analyse zu identifizieren.  
Der zweite Aufreinigungsschritt erfolgte mit dem Anionenaustauscher EMD‐DEAE‐Fractogel 
(EDF),  der  die  Austauschergruppe Diethylaminoethyl  (DEAE)  trägt. Die  Säule wurde  unter 
Berücksichtigung der Ladekapazität mit der PCA‐Fraktion beladen. Die PCA‐Fraktion wurde 
vor dem Auftrag auf die Säule auf eine Salzkonzentration von 50 mM NaCl verdünnt, um die 




Säule. Der  Säulenlauf wurde  in  der Western Blot‐Analyse  untersucht  (Abb.  17 A).  PRMT4 




im  Vergleich  zu  den  EDF‐Fraktionen  wird  ersichtlich,  dass  PRMT4  über  die  EDF‐Säule 





A.  Eine  30 ml  EDF‐Säule wurde mit  insgesamt  40 ml  der  Inputfraktion  PCA mit  300 mg  Protein 
beladen. Vor dem Auftrag wurde die PCA‐Fraktion auf eine Salzkonzentration von 50 mM verdünnt. 
Die Elution erfolgte in einem Salzgradienten von 50 bis 180 mM NaCl in 64 ml in den Fraktionen 4 ‐ 
11  und  mit  einem  450  mM  NaCl‐Schritt  (S1).  Auf  ein  SDS‐Gel  wurden  30  µl  der  verdünnten 
Inputfraktion  PCA,  je  30  µl  der  8 ml‐Fraktionen  des Gradienten  und  der  S1‐Fraktion  geladen. Die 
Elution wurde  im Western Blot mit einer PRMT4‐Färbung analysiert. B. Aus der PCA‐Fraktion, den 
Fraktionen 5  ‐ 11 des Salzgradienten und des 450 mM NaCl‐Elutionsschritts wurden  je 30 µl auf ein 
SDS‐Gel  aufgetragen und die Proteine mit  Silberfärbung  sichtbar  gemacht. Die  Fraktionen mit der 
stärksten Anreicherung von PRMT4 sind mit * gekennzeichnet. 
Anschließend  erfolgte  ein  Aufreinigungsschritt  über  den  starken  Anionenaustauscher 
MonoQ.  Die  Säule wurde  unter  Berücksichtigung  der maximalen  Bindekapazität mit  den 
vereinigten EDF‐Fraktionen 6 und 7 beladen. Die Elution erfolgte mit einem Salzgradienten 
von  50  bis  250 mM  NaCl  und  einem  anschließenden  1 M  NaCl‐Elutionsschritt.  Aus  der 








hervor, dass  im Vergleich  zur Silberfärbung des EDF‐Laufes weniger Gesamtprotein  in den 









ein  SDS‐Gel  aufgetragen  und  im Western  Blot  analysiert.  B.  Je  20  µl  der  Fraktionen  8  ‐  19  des 
Salzgradienten wurden auf ein SDS‐Gel aufgetragen und die Proteine mittels Silberfärbung angefärbt. 
Die Fraktionen mit der stärksten Anreicherung von PRMT4 sind mit * gekennzeichnet. 
Um  weitere  Aufreinigungsschritte  aus  den  PRMT4‐haltigen  Fraktionen  anzuschließen, 














Ein  Indiz  für  das  Vorliegen  funktioneller  PRMT4‐Komplexe  ist  das  Vorhandensein  der 
Methyltransferaseaktivität.  Die  Methyltransferaseaktivität  aus  Fraktionen  der  EDF‐  und 
MonoQ‐Säulenläufe  auf  die  Kernhistone  H3,  H2A,  H2B  und  H4  unter  Verwendung  des 
radioaktiv  markierten  Methylgruppendonors  14C‐S‐Adenosyl‐Methionin  (14C‐SAM)  wurde 
getestet  (Abb.  20).  Die  EDF‐Fraktionen  6,  7  und  8  umfassen  das  Elutionsmaximum  von 
PRMT4. Die Analyse der methylierten Histone  in der Fluorographie zeigt eine Zunahme der 
Methylierungsaktivität  auf Histone,  vor  allem  aber  auf Histon H3,  in  den  PRMT4‐haltigen 
Fraktionen.  Die  Methylierungsaktivität  dieser  Fraktionen  beschränkte  sich  nicht 

















Ansatz wurde auf ein Gesamtvolumen  von 50 µl aufgefüllt. Als  Input wurde 10 µl der  vereinigten 
Fraktionen  6  und  7  aus  dem  EDF‐Lauf  verwendet.  Die  Methylierungsansätze  wurden  auf  ein 
12,5%iges Gel aufgetragen und geblottet. Die getrocknete Membran wurden 1 Tag (A.) und 3 Tage 
(B.)  einer  Fluorographie  unterzogen.  Mit  *  gekennzeichneten  Fraktionen  symbolisieren  die 
Elutionsmaxima von PRMT4.  
Es ist festzuhalten, dass PRMT4‐haltige Komplexe mit einer Größe von 130 bis 400 kDa durch 
Phosphocellulose‐,  EDF‐  und  MonoQ‐Ionenaustauscher‐Chromatographie  angereichert 
werden  konnten.  Die  mit  PRMT4  angereicherten  Fraktionen  konnten  Histone  mit  einer 
Präferenz  für Histon H3 methylieren, was ein Hinweis auf das Vorhandensein von aktivem 




Die  PRMT4‐haltigen MonoQ‐Fraktionen  13  und  14  dienten  nun  als  Ausgangsmaterial  für 
einen  spezifischen  Aufreinigungsschritt.  Mit  einem  affinitätsaufgereinigten  polyklonalen 
PRMT4‐Antikörper  (‐PRMT4), wurde PRMT4 präzipitiert und copräzipitierende Proteine  in 
der Massenspektrometrie  identifiziert.  Folgende  Schritte wurden  in  Zusammenarbeit mit 
Jürgen Adamkiewicz (AG Müller) durchgeführt. Banden, die in der Silberfärbung nach der IP 
mit  ‐PRMT4  im  Vergleich  zur  Kontrolle  ohne  Antikörper  differentiell  auftraten, wurden 
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mit MALDI‐TOF massenspektrometrisch analysiert. Die 






A.  Die  MonoQ‐Fraktionen  13  und  14  wurden  vereinigt  und  je  2  ml  (1,2  mg  Protein)  für  jede 
Immunpräzipitation  verwendet.  Die  IP  wurde  in  einem  Gesamtvolumen  von  6  ml  bei  einer 







werden. Die  im  Silbergel  am deutlichsten  sichtbaren Banden 1 und  2  konnten  als PRMT4 
identifiziert werden  (Abb. 21).  In den Protein‐Datenbanken  sind  für humanes PRMT4  zwei 
Isoformen bekannt, Isoform 1 mit 63 und Isoform 2 mit 43 kDa. Die mit einem Score von 111 
bessere Übereinstimmung der Massenpeaks aus Bande 2 mit  Isoform 1 und die Größe von 
63  kDa  lässt  die  Schlussfolgerung  zu,  dass  Bande  2  der  humanen  Isoform  1  von  PRMT4 






Mit  dieser  Strategie  gelang  es  zwei  weitere,  bisher  im  Zusammenhang  mit  PRMT4 
unbekannte Proteine zu  identifizieren. Bei Bande 3 handelt es sich um das cytoplasmatisch 
lokalisierte Protein Alix, das für die Regulation des endosomalen Transports eine Rolle spielt. 
Auf Grund seiner  Interaktion mit ALG‐2  ist dieses Protein außerdem  in Zusammenhang mit 
apoptotischen  Signalwegen  gebracht  worden  (Mattei  et  al.  2006).  Bei  der  schwächeren 








Die  in  5.2.4.  durchgeführte  Coimmunpräzipitation  von  endogenem  PRMT4  führte  zur 
Identifikation des Proteins Alix als potentiellen  Interaktionspartner. Diese  Interaktion sollte 
nun  mittels  Coimmunpräzipitation  (CoIP)  der  überexprimierten  Komponenten  validiert 
werden. Zunächst wurde HA‐getagtes PRMT4 und Flag‐getagtes Alix in HEK293‐Zellen jeweils 
allein oder in Kombination in HEK293‐Zellen exprimiert (Abb. 22 A). Anhand des Inputs ist zu 






Während  die  N‐terminale  Bro1‐Domäne  von  Alix mit  der  ESCRT‐Maschinerie  (endosomal 
sorting complexes required for transport) interagiert, vermittelt die C‐terminale prolinreiche 
Domäne  (Pro‐Domäne)  sehr  vielseitige  Interaktionen  von  Alix  mit  anderen  Proteinen 
(Odorizzi  2006).  In HEK293‐Zellen wurde  neben  dem  Flag‐Alix‐Protein  in  voller  Länge  (96 
kDa) nun C‐terminal  trunkiertes  Flag‐AlixC  (92  kDa), dem ein Teil der Pro‐Domäne  fehlt, 
exprimiert.  In Abb. 22 B wurde anhand des  Inputs die Expression der Proteine  im Western 
Blot nachgewiesen. In der IP mit einem ‐PRMT4‐Antikörper in Abb. 22 C konnten Flag‐Alix 
und deutlich  schwächer Flag‐AlixC  copräzipitiert werden, wenn diese  zusammen mit HA‐
PRMT4 exprimiert wurden. In der Expression von Flag‐Alix und Flag‐AlixC ohne HA‐PRMT4 
trat keine unspezifische Bindung an den PRMT4‐Antikörper auf. Die HA‐Färbung zeigt eine 
gleichmäßige  Anreicherung  von  HA‐PRMT4  in  der  HA‐IP.  Die  IP  von  Flag‐Alix  unter 
Verwendung  eines  Flag‐Antikörpers  bewirkte  die  Copräzipitation  von  HA‐PRMT4  im 
Vergleich  zu  ‐Flag‐IP  von  HA‐PRMT4  ohne  Flag‐Alix.  Dagegen  konnte  bei  gleicher  IP‐
Effizienz der Flag‐getagten Proteine keine  Interaktion zwischen Flag‐AlixC und HA‐PRMT4 
nachgewiesen werden (Abb. 22 C).  
Die  Interaktion  zwischen  Alix  und  PRMT4  konnte  mittels  CoIP  unter  Verwendung  von 












Transfektion wurden die Zellen geerntet und  in  IPH‐Puffer  lysiert. A. Für  jede  IP wurde 500 µg  IPH‐
Lysat mit 2 µg ‐Flag und ‐Myc als murinen Kontrollantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert und am 
nächsten  Tag  2  h mit  Protein  A‐Sepharose  versetzt.  Die  Präzipitate  wurden mit  50  µg  Input  im 
Western Blot mit ‐Flag (1:1000, Sigma) und ‐HA‐Antikörper (1:1000, Roche) gefärbt. B. 50 µg der 
IPH‐Lysate wurden im Western Blot analysiert. C. In den IPs wurden je 500 µg IPH‐Lysat mit 7,5 µl ‐






5.4.1.   Verifizierung  der  Interaktion  zwischen  PRMT4  und  Mi‐2  mittels 
Coimmunpräzipitation 
In der massenspektrometrischen Analyse potentieller Interaktionspartner von PRMT4 wurde 
der  Chromatinremodeller  Mi‐2  identifiziert.  Die  Interaktion  zwischen  PRMT4  und  dem 
Chromatinremodeller Mi‐2 sollte im Folgenden mittels CoIP validiert werden. Auf Grund der 
ähnlichen  Domänenstruktur  stellt Mi‐2  zusammen mit Mi‐2  eine  Subfamilie  der  CHD‐
Familie dar. Daher sollte außerdem die Frage beantwortet werden, ob das homologe Protein 
Mi‐2  ebenfalls  mit  PRMT4  interagiert.  Da  keine  Antikörper  zu  Verfügung  standen,  die 
spezifisch  entweder  Mi‐2  oder  Mi‐2  erkannten,  wurden  Flag‐Mi2  und  HA‐Mi2  in 
HEK293‐Zellen  überexprimiert. Um  auszuschließen,  dass  unvollständig  verdaute DNA  eine 
Interaktion zwischen den Proteinen vermittelt, wurden die in der IP verwendeten Lysate mit 
Ethidiumbromid versetzt.  
Die Expression  von  Flag‐Mi‐2  sowie die endogene Expression  von PRMT4 wurde anhand 
der Western  Blot‐Färbung  der  Inputgele  gezeigt  (Abb.  23  A  und  B).  Die  IP  von  PRMT4 
bewirkte eine Copräzipitation des exogenen Flag‐Mi2‐ im Vergleich zum Kontrollantikörper 
(Abb. 23 A). Die Anreicherung von PRMT4  ist  in der ‐PRMT4‐Färbung gezeigt. Nun wurde 
die  IP  in  umgekehrter  Richtung  durchgeführt. Mit  einer ‐Flag‐IP  konnte  im Vergleich  zu 
einer Kontroll‐IP Flag‐Mi‐2 angereichert und PRMT4 copräzipitiert werden (Abb. 23 B). Die 
in  der Massenspektrometrie  (siehe  5.2.4.)  identifizierte  Interaktion  zwischen Mi‐2  und 
PRMT4 konnte somit bestätigt werden.  
Mit der  folgenden  IP wurde die  Interaktion  zwischen PRMT4 und Mi‐2 untersucht. Es  ist 
anzumerken, dass das verwendete Expressionskonstrukt eine C‐Terminale Deletion von 300 
Aminosäuren  (1619  statt  1912  AS)  besitzt.  Die  Überexpression  von  HA‐Mi‐2  und  die 
endogene Expression von PRMT4 wurde in einer Western Blot‐Färbung des Inputgels gezeigt 
(Abb. 23 C). Die Analyse der Präzipitate der ‐PRMT4‐IP  in der Western Blot‐Färbung zeigt 
eine  Copräzipitation  von  HA‐Mi‐2  im  Vergleich  zur  IP  mit  dem  Kontrollantikörper.  Die 












Sepharose  inkubiert. Die Ansätze wurden  in der Western Blot‐Färbung mit ‐Flag‐  (1:1000) und ‐
PRMT4 (1:1000)analysiert. B. HEK293‐Zellen wurden mit 15 µg pCI Flag‐Mi‐2, aber insgesamt 40 µg 
DNA  transfiziert.  1 mg  IPH‐Lysat wurde  in  der  IP  verwendet  und weiter wie  in A.  verfahren. Der 
Nachweis von PRMT4 im Western Blot erfolgte mit ‐PRMT4 (1:250) C. HEK293‐Zellen wurden mit 15 
µg pCDNA3 HA‐Mi‐2 oder Leervektor mit insgesamt 40 µg DNA transfiziert. In der IP wurden 800 µg 
IPH‐Lysat  verwendet.  Die  geblottete Membran  wurde mit  ‐HA  (1:500,  Covance)  und  ‐PRMT4 
(1:1000) gefärbt.  
5.4.2.  Der N‐Terminus  und  die  Chromodomäne  von Mi‐2  sind  an  der  Interaktion mit 
PRMT4 beteiligt 
Um  die  Interaktion  von  PRMT4  mit  Mi‐2  genauer  zu  charakterisieren,  sollte  nun  die 
Interaktionsdomäne von Mi‐2 in einem IVT (in vitro‐Translation)‐Pulldown kartiert werden. 
Für den Pulldown wurden die  rekombinanten Proteine GST  (28  kDa) und GST‐PRMT4  (93 
kDa)  aus  E.coli  BL21 DE3  gewonnen,  an Glutathione‐Sepharose  immobilisiert  und  gleiche 
Proteinmengen GST und GST‐PRMT4 in einem Coomassiegel abgeglichen (Abb. 24. A). Neben 










Terminus war  schwächer  als die der  anderen Konstrukte. Der  Schmier  in  Spur  (Nt) macht 
deutlich, dass das N‐terminale Konstrukt in voller Länge (*) zum Teil degradiert wurde (Abb. 
24  C).  Der  GST‐IVT‐Pulldown  erfolgte  wie  unter  Kapitel  3.4.20.  beschrieben.  Die 
Fluorographie  des  GST‐IVT‐Pulldowns  zeigt,  dass  sowohl  der  N‐Terminus,  als  auch  die 
Tandem‐Chromodomäne  von Mi‐2 mit  GST‐PRMT4,  jedoch  nicht mit  GST  interagierten 
(Abb.  24  D).  Die  Interaktion  mit  der  Helikasedomäne  musste  als  unspezifisch  erachtet 
werden, da diese auch mit der GST‐Kontrolle interagierte.  
Aus  diesem  Experiment  ist  zu  schlussfolgern,  dass  die  Interaktion  zwischen  Mi‐2  und 








A.  Coomassiegefärbtes  Inputgel  für  1  µg  GST‐  und  GST‐PRMT4.  B.  Schematische  Darstellung  der 
verwendeten Deletionskonstrukte  von Mi‐2. N‐Terminus  (Nt),  die  Tandem‐PHD‐Domäne  (P),  die 
Tandem‐Chromodomäne (Ch), Helikasedomäne (H), und ein größeres C‐terminales Fragment (Ct) C. 
Die  Mi‐2‐Deletionskonstrukte  wurden  ausgehend  von  den  entsprechenden  pRSET‐Plasmiden 
mittels  IVT  synthetisiert  und  dabei  mit  35S‐Methionen  markiert.  Der  Input  der  im  Pulldown 
eingesetzten Mengen an markierten Proteinen wurde in einem SDS‐Gel aufgetrennt. D. Pulldown mit 
je 1 µg der bakteriell aufgereinigten Proteine GST und GST‐PRMT4 und den abgeglichenen Mi‐2‐
Deletionskonstrukten. Die Ansätze wurden  in  einem  SDS‐Gel  aufgetrennt. Die Gele  aus  C.  und D. 
wurden  für 2 h  in Enlight Enhancing‐Lösung gebadet, getrocknet und C. 3 Tage und D.  für 6 Tage 
exponiert. 
5.4.3.  PRMT4 interagiert nicht mit dem NuRD‐Komplex 
Mi‐2 und Mi‐2  sind  als Untereinheiten des multimeren NuRD  (nucleosomal  remodeling 
and deacetylation)‐Komplexes beschrieben. Um eine mögliche Assoziation von PRMT4 mit 
dem  NuRD‐Komplex  zu  untersuchen,  wurde  die  Assoziation  von  PRMT4 mit  den  NuRD‐
Komponenten MBD3  (methyl‐CpG binding domain Protein) und HDAC1  (Histondeacetylase 





MBD3, HDAC1  und  PRMT4 wurde  in  der Western  Blot‐Färbung  des  Inputs  nachgewiesen 
(Abb.  25).  Die  Interaktion  zwischen  Flag‐Mi‐2 mit  den  NuRD‐Komponenten MBD3  und 
HDAC1  sollte  als  Positivkontrolle  dienen. Die Western Blot‐Färbung  der  Immunpräzipitate 
zeigt, dass in der IP gegen Flag‐Mi‐2 unter Verwendung eines Flag‐Antikörpers im Vergleich 
zum  Kontrollantikörper  die  Proteine  HDAC1  und  MBD3  copräzipitiert  wurden.  Die  Flag‐
Färbung der IP beweist die effiziente Präzipitation von Flag‐Mi‐2Abb. 25). Wurde PRMT4 
mit einem PRMT4‐Antikörper präzipitiert, konnte zwar Flag‐Mi‐2,  jedoch nicht die NuRD‐















Der  Chromatinremodeller  Mi‐2  ist  vorwiegend  mit  der  Funktion  als  transkriptioneller 
Repressor  in  Verbindung  gebracht worden  (Denslow  and Wade  2007).  Da  PRMT4  in  der 
Literatur hauptsächlich als transkriptioneller Coaktivator beschrieben  ist und nicht mit dem 
NuRD‐Komplex  interagiert  (Abb.  25),  könnte  es  sein,  dass Mi‐2  in Assoziation mit  PRMT4 
eine  transkriptionsaktivierende  Funktion  einnimmt.  Tatsächlich  gibt  es  in  der  Literatur 
vereinzelt  Hinweise  auf  eine  aktivierende  Rolle  von Mi‐2  in  der  Transkription.  So wurde 
gezeigt, dass Mi‐2 mit dem Transkriptionsfaktor c‐Myb  in einem Two‐Hybrid‐Assay und  in 
der  CoIP  interagiert  und  als  transkriptioneller  Coaktivator  für  c‐Myb  wirkt.  Das  Mi‐2 
verwandte  Protein Mi‐2  wurde  in  dieser  Studie  nicht  betrachtet  (Saether  et  al.  2007). 
Zuerst sollte daher die Frage beantwortet werden, ob auch Mi‐2 mit c‐Myb interagiert. Da 
PRMT4 mit Mi‐2 und Mi‐2  interagiert und Mi‐2  in der Literatur als  Interaktionspartner 























Kombination  pro  14  cm‐Schale  mit  Calciumphosphat  transfiziert.  Die  IPH‐Lysate  wurden  mit 









nahe,  ob  PRMT4 mit  c‐Myb  interagieren  kann.  Um  diese  Frage  zu  beantworten wurden 
zunächst HEK293‐Zellen mit Expressionskonstrukten  für PRMT4 und  c‐Myb  jeweils einzeln 




dann  copräzipitiert  wurde,  wenn  HA‐c‐Myb  und  PRMT4  zusammen  exprimiert  vorlagen 
(Abb.  27  A).  In  der  ‐PRMT4‐IP wurde  sowohl  exogenes  als  auch  schwächer  endogenes 
 
117                                                                                                                                   5. Ergebnisse 
PRMT4  immunpräzipitiert.  Eine  Copräzipitation  von  HA‐c‐Myb  konnte  jedoch  nur  in  der 
Coexpression mit PRMT4 gezeigt werden. (Abb. 27 A). 
Um die Interaktion zwischen c‐Myb und PRMT4 auf endogener Ebene zu überprüfen wurde 
ein  Zellsystem  ausgewählt,  in  dem  c‐Myb  endogen  gut  exprimiert wird. Die  Inputfärbung 
zeigt, dass Jurkat‐Zellen gut detektierbare Mengen c‐Myb und PRMT4 aufweisen (Abb. 27 B). 





hc‐Myb‐HA  jeweils  einzeln  und  in  Kombination  transfiziert. Ggf. wurde mit  Leervektor  auf  50  µg 
aufgefüllt.  Die  IP  wurde  bei  einer  Salzkonzentration  von  75  mM  NaCl  und  0,5  %  NP‐40  unter 
Verwendung  von  1 mg  Lysat durchgeführt.  17,5 µl ‐PRMT4,  2 µg ‐HA und  2 µg  Kaninchen‐IgG 
(Pierce) wurden  verwendet. Die  Präzipitate wurden mit  10 µg  Input  in  einem  10 %  igem  SDS‐Gel 
aufgetrennt  und  im Western  Blot mit ‐PRMT4  und ‐HA  (je  1:1000)  analysiert.  B.  Jurkat‐Zellen 
wurden mit  IPH‐Puffer mit einer  Salzkonzentration 200 mM  lysiert und mit Benzonase behandelt. 










die  GST‐Proteine  an  Glutathion‐Sepharose  immobilisiert.  His‐c‐Myb  wurde  von  der  Ni‐
Agarose eluiert. Die im Pulldown eingesetzten Mengen der rekombinanten Proteine wurden 
in einem Coomassiegel abgeglichen (Abb. 28 unten). Aus der Western Blot‐Färbung des GST‐
Pulldowns mit  einem  c‐Myb‐Antikörper  geht  hervor,  dass  GST‐PRMT4  deutlich  und  GST‐





mM NaCl mit 1 % NP‐40 bei 4°C  für 1 h. Die 4 x mit  IPH‐Puffer  (250 mM, 1 % NP‐40) gewaschene 
Sepharose wurde mit SDS‐Probenpuffer versetzt, zusammen mit 1 µg His‐c‐Myb Input in einem SDS‐
Gel aufgetrennt und geblottet. Die Analyse des Pulldowns erfolgte mit einem ‐c‐Myb‐Antikörper. B. 
Etwa 1 µg Glutathion‐Sepharose gebundene  rekombinante Proteine GST  (28 kDa), GST‐PRMT1  (68 




es  sich  um  eine  direkte  Interaktion,  da  die  Interaktion  ebenso  im  GST‐Pulldown  mit 








auch mit  c‐Myb  nachgewiesen wurde,  ergaben  sich  folgende  Fragestellungen:  Ist  PRMT4 
ebenfalls ein Coregulator für c‐Myb und beeinflussen sich Mi‐2 und PRMT4 möglicherweise 
in der Regulation der c‐Myb‐vermittelten Genexpression? 






et  al.  1993;  Yamkamon  et  al.  2008). Mim‐1 wurde  ursprünglich  als  direktes  Zielgen  des 
onkogenen  v‐Myb  aus  dem  Vogelleukämievirus  E26  identifiziert  und  ist  ein  Marker 
promyeloider  Zellen  (Ness  et  al.  1989).  Lysozym  wird  während  der  Differenzierung  von 
Makrophagen  hochreguliert  und  wird  ebenfalls  durch  eine  direkte  Bindung  von  c‐Myb 
reguliert (Krystosek and Sachs 1976; Ivanova et al. 2007).  
5.6.1.  PRMT4  und  Mi‐2  aktivieren  c‐Myb‐abhängige  Zielgene  in  transformierten 
Makrophagen 
Um  eine  regulatorische  Funktion  von  Mi‐2  und  PRMT4  auf  die  c‐Myb‐vermittelte 
Genexpression zu untersuchen, sollten die mRNA‐Level des mim‐1‐ und Lysozymgens mittels 
RT‐qPCR  nach  Coexpression  von  c‐Myb,  PRMT4  und  Mi‐2  oder  Mi‐2  in  HD11‐Zellen 
untersucht werden. HD11‐Zellen wurden  zunächst mit  Expressionskonstrukten  für  c‐Myb, 
HA‐PRMT4  in  Kombination  mit  Flag‐Mi‐2‐Abb.  29  A)  oder  Flag‐Mi‐2  (Abb.  29  B) 
transfiziert  und  die  Proteinexpression  im Western  Blot  analysiert  (Abb.  29).  Anhand  der 









Flag‐Mi‐2in den  angegebenen  Kombinationen  transfiziert.  Es wurde mit pCDNA3  Leervektor  auf 
insgesamt  1,3  µg  DNA  aufgefüllt  und mit  Fugene  HD  transfiziert.  B.  Statt  pCI  Flag‐Mi‐2 wurde 









Leervektorkontrolle  induziert.  Um  den  Einfluss  von  PRMT4  auf  die  c‐Myb‐abhängige 
Genexpression zu untersuchen, wurde pSG5 HA‐PRMT4 in ansteigenden Mengen von 100 bis 





Myb mit Mi‐2hatte  auf  die  Transkription  des  Lysozymgens  keine  aktivierende Wirkung. 
Wurde  dann  zusätzlich  HA‐PRMT4  in  ansteigenden  Mengen  cotransfiziert,  stieg  die 
Expression weiter an und erreichte bei 800 ng HA‐PRMT4 eine  relative Expression von 30‐
fach  für mim‐1 und von 90‐fach  für Lysozym. HA‐PRMT4 und Flag‐Mi‐2 aktivieren mim‐1 












Die  Transkriptmengen  von mim‐1  und  Lysozym wurden  in  der RT‐qPCR  analysiert. Die  Expression 
wurde  gegen  die  GAPDH‐Expression  standardisiert  und  die  basale  Expression  in  der 
Leervektorkontrolle 1 gesetzt. B. HD11‐Zellen wurden mit 100 ng pCDNA3.1 m‐c‐Myb‐Flag, 600 ng 
pCI  Flag‐Mi‐2und600  ng  pSG5  HA‐PRMT4  in  den  angegebenen  Kombinationen  transfiziert. 
Ansonsten wurde wie in A. verfahren. 
In Abb. 30 B wurde das Mi‐2 verwandte Protein Mi‐2 bezüglich der Aktivierung von mim‐1 
untersucht.  Eine  Transfektion  von  HA‐PRMT4  und  Flag‐Mi‐2  ohne  c‐Myb  hatte  keinen 





gemeinsam  transfiziert,  stieg  die  relative  Expression  von  mim‐1  auf  22‐fach  an.  Dieses 
Experiment  zeigt,  dass  auch  Mi‐2  mit  PRMT4  in  der  c‐Myb‐abhängigen  Genexpression 
kooperiert (Abb. 30 B).  
Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden,  dass  die  Argininmethyltransferase  PRMT4 
sowie die beiden  verwandten Remodellerproteine Mi‐2 und Mi‐2 Coaktivatoren  von  c‐










Mutanten  HA‐PRMT4VLD  und  Flag‐Mi‐2K767A  (helle  Balken)  im  Vergleich  zu  den 
wildtypischen Konstrukten HA‐PRMT4 und Flag‐Mi‐2 (dunkle Balken) transfiziert (Abb. 31). 




die  Cotransfektion  der  katalytischen Mutanten  verstärkt wurde  (Abb.  31). Weiterführend 
wurde  überprüft,  ob  die  synergistische  Kooperation  von  Flag‐Mi‐2  und  HA‐PRMT4 
beeinträchtigt  ist, wenn  ein  Coaktivator  katalytisch  defizient  ist.  Dafür wurde  c‐Myb mit 
beiden  Coaktivatoren  in  der  wildtypischen  oder  katalytisch  defizienten  Form  in  den 
angegebenen Kombinationen  cotransfiziert  (Abb.  31).  Ist  einer der Coaktivatoren mutiert, 
führte  das  bereits  zu  einem  Verlust  der  synergistischen  Kooperativität.  Für  eine 











cDNA  umgeschrieben  und  in  der  qPCR  mit  Primern  gegen  mim‐1  und  Lysozym  analysiert.  Die 




Für  PRMT1  und  PRMT4  ist  bekannt,  das  sie  sowohl  kooperierende  als  auch  individuelle 
Coaktivatoren der Transkription sind (Koh et al. 2001; Chen et al. 2002). PRMT5 und PRMT6 
sind hingegen mit  transkriptioneller Repression  in Verbindung gebracht worden  (Pal et al. 
2004; Hyllus et al. 2007).  
Mit  dem  folgenden  Experiment  wurde  nun  die  Rolle  weiterer  PRMTs  auf  die  c‐Myb‐
abhängige Genexpression untersucht. Außerdem  sollte die  Frage beantwortet werden, ob 
PRMT4  mit  PRMT1  die  transkriptionelle  Aktivität  von  c‐Myb  kooperativ  verstärkt.  Dazu 









1‐Gen  vollständig  verloren.  Im  Falle  des  Lysozymgens  hatte  die  Coexpression  von  PRMT1 
keinen  Einfluss  auf  die  Coaktivierung  durch  PRMT4.  PRMT6  wirkte  bei  beiden  Genen 
reprimierend  auf  die  c‐Myb‐vermittelte  Genexpression,  da  die  relative  Expression  beider 
Gene auf die basale Expression in der Leervektorkontrolle zurückging (Abb. 32).  








HD11‐Zellen  wurden  mit  100  ng  pcDNA3.1  m‐c‐Myb‐Flag  in  Kombination  mit  600  ng  pcDNA3.1 
hPRMT1‐Myc, pcDNA3.1 hPRMT6‐Myc oder pSG5 HA‐PRMT4  in 6‐wells transfiziert. Die DNA wurde 
mit  Leervektor  pcDNA3.1  und  pSG5  auf  1,3  µg  DNA  aufgefüllt  und  die  Ansätze  mit  Fugene 
transfiziert. Die Zellen wurden in IPH‐Puffer lysiert oder in RNA‐Lysepuffer geerntet und die Gesamt‐
RNA präpariert. Die Expressionsmengen von mim‐1 und Lysozym wurden  in der RT‐qPCR  relativ zu 
GAPDH  ermittelt.  Die  basale  Expression  in  der  Leervektorkontrolle  wurde  gleich  1  gesetzt.  Die 
Proteinexpression wurde mit ‐Myc und ‐HA‐Färbung in der Western Blot‐Analyse überprüft. 
5.6.4.  Auch das virale Oncogen v‐Myb wird durch PRMT4 und Mi‐2 coaktiviert 
Die Vogelleukämieviren AMV und E26  transduzieren das  virale Onkogen  v‐Myb und  lösen 
myeloide  und  erythroide  Leukämien  in  Vögeln  aus.  V‐Myb  ist  eine  mutierte  Form  des 
zellulären c‐Myb. Neben Punktmutationen ist v‐Myb in der N‐terminalen DNA‐Bindedomäne 
und  in  der  C‐terminalen  negativen  regulatorischen  Domäne  trunkiert.  v‐Myb  und  c‐Myb 
unterscheiden  sich  teilweise  in  ihren  Zielgenen  aber  auch  in  der  Aktivierbarkeit  durch 
Coaktivatoren (Ness et al. 1993; Liu et al. 2006).  
In Abb. 33 wurde das virale v‐Myb aus dem E26‐Virus verwendet, um dessen Coaktivierung 
durch HA‐PRMT4 und  Flag‐Mi‐2  in HD11‐Zellen  zu untersuchen. Die Plasmide wurden  in 
den angegebenen Kombinationen zu je gleichen Mengen transfiziert. Die Expression von HA‐
PRMT4 und  Flag‐Mi‐2 wurde  im Western Blot mit einer  Flag‐ und einer PRMT4‐Färbung 
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überprüft  (Abb.  33  A).  In  der  PRMT4‐Färbung  ist  endogenes  PRMT4  von  HA‐getagtem 









HD11‐Zellen wurden mit  gleichen Mengen pcDE26  v‐Myb, pCI  Flag‐Mi‐2und pSG5 HA‐PRMT4  in 
den  angegebenen  Kombinationen  transfiziert.  Es  wurde  mit  pCDNA3  oder  pSG5HA  Leervektor 



















Kombinationen  in  HD11‐Zellen  untersucht  (Abb.  34  B).  Wie  zuvor  in  der  Literatur 
beschrieben  war,  wurde  das  Enhancerkonstrukt  durch  c‐Myb  stärker  aktiviert  als  das 
Promotorkonstrukt.  Die  Luciferaseaktivität wird  erheblich  durch  die  Fusion  von  Enhancer 
und Promotor gesteigert. Die zuvor  für das endogene mim‐1‐Gen beobachtete  individuelle 
und  kooperative  transkriptionelle  Coaktivierung  durch  PRMT4  und  Mi‐2  ist  für  das 
Enhancer‐  und  Promotorkonstrukt  ebenfalls  zu  beobachten.  Dabei  wird  das 
Enhancerkonstrukt  jedoch  schwächer  durch  PRMT4  und  Mi‐2  coaktiviert  als  das 
Promotorkonstrukt  (Abb.  34  B).  Die  Luciferaseaktivität  der  Fusion  von  Enhancer  und 
Promotor wird wie auch das Promotorkonstrukt durch die einzelnen Coaktivatoren 2‐fach 
und durch beide Coaktivatoren zusammen 3‐ bis 4‐fach verstärkt. Es lässt sich schlussfolgern, 
dass  für eine effiziente Aktivierung der Transkription  von mim‐1  sowohl der Promotor als 






A.  Schematische  Darstellung  der  mim‐1‐Reporterkonstrukte.  Alle  Fragmente  wurden  vor  ein 
Luciferase‐Reportergen  kloniert.  pGL3  240‐Luc  enthält  das mim‐1‐Promotorfragment  von  ‐240  bis 
+150  bp,  pGL2tk81  1‐400mim‐1  den  ‐2  kbp  stromaufwärts  gelegene  mim‐1‐Enhancer  vor  dem 
Promotor der Thymidinkinase, pGL2 mim3mim‐240 den mim‐1‐Enhancer fusioniert mit dem mim‐1‐
Promotorfragment.  Myb‐Bindestellen  ( )  B.  HD11‐Zellen  wurden  mit  400  ng  mim‐1‐
Reporterkonstrukt, 380 ng ‐Gal, 20 ng pcDNA3.1 m‐c‐Myb‐Flag, 600 ng pSG5 HA‐PRMT4, 600 ng pCI 




Reporterkonstrukts  in  einem  alternativen  Zellsystem  durch  PRMT4  und Mi‐2  beeinflusst 





mit  den  Expressionskonstrukten  für  c‐Myb,  PRMT4  und  Mi‐2  in  den  angegebenen 
Kombinationen untersucht  (Abb. 35). PRMT4 und Mi‐2 waren  in Abwesenheit von c‐Myb 
nicht in der Lage das Reporterkonstrukt zu aktivieren. Die c‐Myb‐vermittelte Aktivierung des 
Reporterkonstruktes  wurde  durch  eine  Coexpression  von  PRMT4  oder  Mi‐2leicht 
verstärkt.  Die  Transfektion  beider  Coaktivatoren  hatte  eine  weitere  Steigerung  der 





400  ng  pSG5  HA‐PRMT4,  400  ng  pCI  Flag‐Mi‐2,  oder mit  pCDNA3  und  pSG5  Leervektor mittels 







insbesondere  C/EBP,  zugeschrieben.  Die  ektopische  Expression  von  Myb  mit  C/EBP 
erlaubt  eine  Transkription  von  mim‐1  in  nicht‐myeloiden  Zellen,  wie  der  Hühnchen‐
Fibroblastenzelllinie QT6 (Burk et al. 1993; Ness et al. 1993). Diese Zelllinie  ist defizient für 
die Expression von C/EBP und c‐Myb und  ist daher geeignet die transkriptionelle Aktivität 




Um  zu  untersuchen,  ob  die  in  5.6.1.  beobachtete  Coaktivierung  der  c‐Myb‐vermittelten 
Genexpression durch PRMT4 und Mi‐2 auf eine Coaktivierung von C/EBP  zurückzuführen 
ist,  wurden  Transfektionsexperimente  in  QT6‐Zellen  durchgeführt  und  die  mim‐1‐
Genexpression  in der RT‐qPCR analysiert  (Abb. 36 A).  Im Vergleich zur Leervektorkontrolle 
war nach der Transfektion von c‐Myb keine mim‐1‐Expression sichtbar. Die Transfektion von 
C/EBP  allein  führte  zu  einem  5‐fachen  Anstieg  der  Transkriptmenge  von  mim‐1.  Die 
Cotransfektion der Coaktivatoren PRMT4 und Mi‐2 hatte auf die mim‐1‐Expression  in den 
Ansätzen mit c‐Myb oder C/EBP alleine kaum eine Auswirkung. Aus der RT‐qPCR für C/EBP 











schwache  Coaktivatoren  der mim‐1‐Transkription  dar.  Eine  transkriptionelle  Kooperation 
















Die  Funktion  von PRMT4 und Mi‐2  auf die  c‐Myb‐vermittelte Genexpression  sollte nun  in 
Zellen untersucht werden, in denen c‐Myb biologisch relevant ist. Es ist bekannt, dass c‐Myb 




al.  2006;  Berge  et  al.  2007),  (Abb.  37).  Es wurden  IPH‐Lysate  aus  verschieden  humanen 
Zelllinien generiert. Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK293, die erythroleukämische 
Zelllinie  K562,  die  promyelocytische  Zelllinie HL‐60  und  die  CD4+‐positive  leukämische  T‐
Zelllinie Jurkat wurden  im Western Blot hinsichtlich der Proteinexpression von Mi‐2, c‐Myb 
und PRMT4 analysiert. In vorhergehenden Experimenten konnte mit dem hier verwendeten 
Mi‐2‐Antikörper  überexprimiertes  Mi‐2,  jedoch  kein  Mi‐2  detektiert  werden.  Folglich 
wurde  im Western  Blot Mi‐2  in  allen  getesteten  Zelllinien  nachgewiesen  (Abb.  37). Wie 
erwartet,  ist der Transkriptionsfaktor c‐Myb  in den getesteten hämatopoetischen Zelllinien 
exprimiert. Es tritt eine starke Bande bei etwa 75 kDa und eine schwächere Bande bei 90 kDa 
auf. Dabei handelt es sich vermutlich eine kürzere und eine  längere  Isoform von c‐Myb.  In 
HEK293‐Zellen hingegen ist kein c‐Myb‐Protein detektierbar. PRMT4 wird in allen getesteten 
Zelllinien exprimiert. Es wurden die  zwei  längsten  Isoformen von PRMT4  im Western Blot 
nachgewiesen (Abb. 37).  




















Zellen  als  direkte  Zielgene  von  c‐Myb  verifiziert worden  (Berge  et  al.  2007; Nakata  et  al. 
2007).  Das  Gen  GATA3,  das  nach  der  positiven  Selektion  für  die  Differenzierung  von  T‐





Zunächst  wurden  K562‐Zellen  durch  Elektroporation  mit  der  Kontroll‐siRNA  siLuciferase 
(sictrl)  und  zwei  alternativen  siRNAs  gegen  PRMT4  (siPRMT4_1  und  _2)  transfiziert.  Als 
Bestätigung  der  c‐Myb‐Abhängigkeit  der  zu  untersuchenden  Zielgene  unter  diesen 
experimentellen  Bedingungen  wurde  c‐Myb mit  einem  siRNA‐Pool  gegen  c‐Myb  (siMyb‐




auf  Proteinebene  erreicht  werden.  Die  Westen  Blot‐Färbung  zeigt  außerdem,  dass  die 
Proteinexpression von Mi‐2 im knockdown von c‐Myb und PRMT4 etwas schwächer ausfiel. 
Der  Nachweis  der  Transkriptmengen  von  c‐Myb  und  PRMT4  zeigte  eine  spezifische 
Reduktion  der  entsprechenden  mRNA‐Mengen  in  der  RT‐qPCR  (Abb.  38  B).  Die 
Transkriptmengen aller in Abb. 38 C aufgeführten Gene waren nach der Depletion von c‐Myb 
reduziert.  Es  handelte  sich  daher  tatsächlich  um  c‐Myb  regulierte  Gene.  Mit  beiden 











ml Vollmedium  aufgenommen. Die  Zellen wurden 72 h nach Transfektion  für die Präparation  von 
RNA und Protein  in IPH‐Puffer geerntet. A. Je 25 µg Protein wurden  im SDS‐Gel aufgetrennt und  im 
Western Blot mit den angegebenen Antikörpern analysiert. Die Färbung erfolgte mit ‐Mi‐2 (1:500), 
‐Myb  (1:1000); ‐PRMT4  (1:1000) und ‐‐Tubulin  (1:5000). B. und C. Die Transkriptmengen der 
aufgeführten  Gene wurden mittels  RT‐qPCR  analysiert.  Die  Expression wurde  gegen  die  GAPDH‐
Expression standardisiert und die Transkriptmenge von sictrl gleich 1 gesetzt. 
Im  folgenden  Experiment  wurde  der  Einfluss  von  Mi‐2  und  Mi‐2  auf  c‐Myb‐Zielgene 
untersucht.  K562‐Zellen wurden mit  je  zwei  alternativen  siRNAs  gegen Mi‐2  und Mi‐2 
transfiziert. Die Depletion der Proteine wurde im Western Blot mit einer Färbung gegen Mi‐2 













Es  ist  festzuhalten,  dass  eine  Depletion  von  PRMT4  und  Mi‐2  eine  transkriptionelle 
Deregulation c‐Myb‐abhängiger Gene zur Folge hat. Dabei wirkt PRMT4 als transkriptioneller 
Aktivator bzw. hat keinen Einfluss auf einige c‐Myb‐Zielgene. Mi‐2 wirkt auf die Mehrzahl der 
















qPCR  analysiert.  Die  Expression  wurde  gegen  die  GAPDH‐Expression  standardisiert  und  die 
Transkriptmenge von sictrl gleich 1 gesetzt.  
5.7.3.  PRMT4 und Mi‐2 werden an die Promotoren c‐Myb‐abhängiger Gene rekrutiert 
Um  zu  untersuchen,  ob  es  sich  bei  der  transkriptionellen  Regulation  c‐Myb‐abhängiger 
Zielgene durch PRMT4 und Mi‐2 um eine direkte Regulation handelt, wurde die Rekrutierung 






die  bereits  in  der  Literatur  eine  Bindung  von  c‐Myb  beschrieben war  (Berge  et  al.  2007; 
Nakata et al. 2007). Die Promotorregion von CDC7 wurde mit dem Programm MatInspektor 
hinsichtlich  potentieller  c‐Myb‐Bindestellen  untersucht. Die  Primer wurden  so  entworfen, 
dass  sie  c‐Myb‐Bindestellen  600  bp  stromaufwärts  des  Transkriptionsstarts  von  CDC7 
amplifizierten. Als Kontrollregion wurde der Promotor des ‐Tubulingens gewählt, da dieser 
nicht durch  c‐Myb  reguliert wird und  keine  c‐Myb‐Bindestellen enthält.  In Abb. 40  ist die 











Myb‐abhängige  Zielgene  transkriptionell  regulieren.  Für  zwei  c‐Myb‐Zielgene,  die  durch 









Ca.  1  x  107  K562‐Zellen  wurden  in  der  ChIP  pro  IP  verwendet.  Das  Crosslinking  des  Chromatins 
erfolgte  für 20 Min mit 1% Formaldehyd. Das Chromatin wurde bei 30% Amplitude  für 80  x 1s  in 
Lysepuffer II mit 0,4 % SDS sonifiziert. Etwa 150 µg Chromatin wurde mit 4 µg Kaninchen ‐IgG, ‐c‐
Myb Antikörper, ‐Mi‐2 und 30 µl ‐PRMT4 präzipitiert. Die Analyse der aufgereinigten DNA erfolgte 
mittels  qPCR  in  Triplikaten.  Die  verwendeten  Primer  umspannen  c‐Myb‐Bindestellen  in  den 













Myb  zu kleineren Kolonien  im Methylcellulose‐Assay  führt. Einige c‐Myb‐Zielgene, wie das 
Protoonkogen  c‐MYC  und  das  für  den  G2/M‐Übergang  relevante  CCNB1  sind  mit  der 
Regulation  des  Zellzyklus  durch  c‐Myb  in  Verbindung  gebracht worden  (Nakagoshi  et  al. 
1992; Schmidt et al. 2000; Nakata et al. 2007).  In dieser Arbeit  (Kapitel 5.7.2) wurden die 
zellzyklusrelevanten  Gene  CDC7,  c‐MYC  und  CCNB1  als  c‐Myb‐Zielgene  beschrieben,  die 
durch PRMT4 und Mi‐2 transkriptionell reguliert werden. Daher sollte nun der Einfluss von c‐
Myb, PRMT4 und Mi‐2 auf das Zellwachstum und den Zellzyklus untersucht werden.  
5.8.1.   c‐Myb,  PRMT4  und  Mi‐2  sind  für  die  Proliferation  von  K562‐Zellen  in 
Methylcellulose wichtig 
Um die biologische  Funktion  von  c‐Myb, PRMT4 und Mi‐2  zu untersuchen, wurden K562‐
Zellen für einen transienten knockdown mit siRNA‐Pools gegen c‐Myb, PRMT4, siMi‐2und 
siMi‐2  transfiziert. Die  Effizienz  der Depletion  von Mi‐2  (Mi‐2),  c‐Myb  und  PRMT4  auf 
Proteinebene wurde mittels Western Blot nachgewiesen (Abb. 41). Die Proteinbanden in der 









K562‐Zellen wurden durch Elektroporation mit 6 µg eines  siRNA‐Pools  gegen  c‐Myb  (Dharmacon), 
PRMT4 (Pool aus siPRMT4_1, 2 und _3), siMi‐2 (Pool aus siMi‐2_1 und_2), siMi‐2 (Pool aus siMi‐
2_1 und _2) und mit Kontroll‐siRNA (Pool aus siNON, siLuciferase und siscrambled) oder ohne siRNA 
mittels  Elektroporation  transfiziert  und  72  h  nach  Transfektion  in  IPH‐Puffer  geerntet.  Je  25  µg 
Protein wurde  pro  Probe  im Western  Blot mit  den Antikörpern ‐Mi‐2  (1:500), ‐PRMT4  (1:500) 
und‐c‐Myb (1:1000) und ‐‐Tubulin (1:5000) analysiert.  
Um das Wachstum der K562‐Zellen unter diesen knockdown‐Bedingungen in Flüssigkultur zu 
untersuchen,  wurden  die  Zellen  60  Stunden  nach  der  Transfektion  ausgesät  und  täglich 
ausgezählt. Aus der Wachstumskurve  in Abb. 42 A geht hervor, dass die Transfektion von 
sictrl  im Vergleich  zu einer Transfektion ohne  siRNA keinen Einfluss auf das Zellwachstum 
hatte. In Abb. 42 B und C ist das Wachstum der Zellen im knockdown von c‐Myb und PRMT4 
bzw.  Mi‐2  und  Mi‐2  im  Vergleich  zur  Kontroll‐siRNA  dargestellt.  Das  Wachstum  in 








Zellen/ml  in  6‐well  Platten  in  Triplikaten  in  je  2  ml  ausgesät.  Die  Zellen  wurden  täglich  unter 
Ausschluss  toter  Zellen mit  Trypanblau  ausgezählt.  A.  Vergleich  der  Transfektion  ohne  siRNA mit 
sictrl. B. Vergleich sic‐Myb und siPRMT4 mit sictrl. C. Vergleich siMi‐2 mit siMi‐2 mit sictrl  
Ein  Maß  für  die  Transformation  von  Zellen  ist  ihre  Fähigkeit  in  Methylcellulose  zu 
proliferieren und Kolonien zu bilden. Um das Wachstum von K562‐Zellen unter den bereits 
genannten knockdown‐Bedingungen  zu untersuchen, wurden die mit  siRNAs  transfizierten 




Mi‐2  führt  zu  einem  Verlust  von  etwa  10‐15  %  der  Kolonien.  Wie  zuvor  bei  den 
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bezüglich der Koloniebildung  in Methylcellulose eine Korrelation der  Funktion  von  c‐Myb, 
PRMT4,  Mi‐2und  Mi‐2  vorliegt.  Mi‐2  scheint  dabei  ein  essentieller  Faktor  für  die 




Die unter Abb. 41  transfizierten Zellen wurden 72 h nach Transfektion ausgezählt,  je 800 Zellen  in 
100  µl  Medium  zu  je  300  µl  Methylcellulose  gegeben  und  in  24‐well‐Platten  gegeben.  Pro 
knockdown‐Bedingung  wurden  Duplikate  ausgesät.  Nach  zwei  Tagen  Inkubation  der  Platten  im 
Brutschrank  bei  37°C  wurde  zur  Anfärbung  der  Zellen  je  50  µl  des  Farbstoffes  INT  (1  mg/ml) 
vorsichtig auf die Vertiefungen gegeben und weitere 5 Tage  inkubiert. A. Koloniebildung von K562‐









Zellen  im  knockdown  von  c‐Myb,  PRMT4,  Mi‐2  und  Mi‐2  mit  einer  Propidiumiodid‐
Färbung im Durchflusszytometer analysiert. Die Zellen wurden wie in Abb. 41 transfiziert und 
drei  Tage  später  für  eine  Färbung mit Propidiumiodid  (PI)  verwendet. Die  Färbung mit PI 
erlaubt  eine Quantifizierung  der  Anzahl  der  Zellen,  die  sich  in  der G1‐  oder G2/M‐Phase 
befinden.  Abb.  44  A  zeigt  die  Zellzyklusprofile  unter  den  spezifischen  knockdown‐
Bedingungen  zusammen mit  den  prozentualen Anteilen  der  Zellen  in  der G1‐  und G2/M‐
Phase. Die Veränderung der Zellzyklusverteilung nach spezifischem knockdown in Bezug auf 
die  Kontrolltransfektion  sictrl  sind  in  Abb.  44  B  dargestellt.  Das  Zellzyklusprofil  der 
Transfektion  ohne  siRNA  unterschied  sich  nicht  von  der  Transfektion  mit  sictrl.  Im 
knockdown von c‐Myb, PRMT4 und Mi‐2 war der Anteil der Zellen in der G1‐Phase um ca. 4 
‐ 6 % verringert. Im knockdown von Mi‐2 war die G1‐Phase um 15 % reduziert. Der Anteil 










Signal  im  Durchflusszytometer  mit  dem  FL2‐A‐Kanal  in  linearer  Skalierung  bei  langsamer 
Fließgeschwindigkeit  mit  dem  Programm  CellQuestPro  vermessen.  Es  wurden  insgesamt  10  000 
Zellen  pro  Probe  detektiert. A. Darstellung  der  Zellzyklusprofile  (PI‐Signal  gegen  Zählimpulse)  der 
knockdown‐Bedingungen  ‐siRNA, sictrl, sic‐Myb, siPRMT4, siMi‐2 und siMi‐2. Die Quantifizierung 
des  prozentualen  Anteils  der  G1‐  und  G2/M‐Phase  am  Gesamtzellzyklus  (G1‐,  S‐,  G2/M‐Phase) 







(Abb.  45). Nach  Transfektion  von  sictrl  befanden  sich  ca.  8 %  der  Zellen  im  Sub‐G1. Der 






Die  Zellzyklusprofile  wurden  hinsichtlich  des  Sub‐G1‐Anteils  mit  dem  Programm  CellQuestPro 
ausgewertet. Die Anzahl der Zellen  im Sub‐G1  in Prozent für die knockdown‐Bedingungen sictrl, sic‐
Myb, siPRMT4, siMi‐2 und siMi‐2 ist dargestellt. 











Aus  einer  Studie  von  c‐Myb  knockout‐Mäusen  ist  eine  essentielle  Rolle  für  c‐Myb  in  der 
Hämatopoese  bekannt  (Mucenski  et  al.  1991).  C‐Myb  ist  dabei  für  den  Erhalt  des 
proliferativen  Progenitorstatus  notwendig  und  wird  dementsprechend  in myeloiden  und 
lymphoiden  Vorläuferzellen  exprimiert.  Während  der  zunehmenden  Differenzierung 
hämatopoetischer Zellen wird  c‐Myb herunterreguliert  (Westin et al. 1982; Oh and Reddy 
1999;  Slany  2005;  Greig  et  al.  2008).  Die  erythroleukämische  Zelllinie  K562  ist  ein  gut 
etabliertes Zellsystem zur Untersuchung der zellulären Differenzierung. Diese Zellen haben 
das  Potential  durch  Stimulation mit  verschiedenen  Reagenzien  in  die  erythroide  oder  die 
megakaryozytische  Linie  zu  differenzieren  (Rowley  et  al.  1981;  Leary  et  al.  1987).  Eine 
konstitutive  Expression  von  c‐Myb  blockiert  die  Differenzierung  in  die  erythroide  Linie, 
verhindert jedoch nicht die megakaryozytische Differenzierung (Rosson and O'Brien 1995). 
5.9.1.  c‐Myb,  PRMT4  und  Mi‐2  werden  mit  der  voranschreitenden  erythroiden 
Differenzierung herunterreguliert   
Die durch die Reagenzien Hemin und Ara‐C induzierte erythroide Differenzierung von K562‐
Zellen  geht mit  einer  Reduktion  der  Transkriptmengen  von  c‐Myb  einher  (Eisbruch  et  al. 




Differenzierung  untersucht.  Die  Differenzierung  in  die  erythroide  Linie  geht  mit  der 
Induktion von Globingenen einher, deren Genprodukte dann zur Bildung von Hämoglobin zu 
Verfügung  stehen  (Dean  et  al.  1983;  Sasaki  et  al.  1994;  Jia  et  al.  2002).  Mit  einer 
Benzidinfärbung erfolgte der Nachweis des Hämoglobins als Differenzierungsmarker, wobei 
differenzierte Zellen  schwarz angefärbt wurden  (Abb. 46 A). Anhand der Zelldichte  in den 
Ara‐C‐behandelten Proben war zu erkennen, dass das Zytostatika Ara‐C schon bei 0,36 µM 
auf  das Wachstum  von  K562‐Zellen  inhibitorisch wirkte. Der  hohe  Anteil  an  Zelldebris  in 






höheren  Konzentrationen  Hemin  und  Ara‐C  wurde  keine  weitere  Steigerung  des  Anteils 
differenzierter  Zellen  erreicht.  Zur  weiteren  Kontrolle  der  Differenzierung  wurde  die 
Transkriptmenge  des  ‐Globingens  mit  RT‐qPCR  analysiert  (Abb.  46  C).  Die  relative 
Expression von ‐Globin war nach der Ara‐C‐Behandlung höher als nach der Behandlung mit 
Hemin.  Die  transkriptionelle  Induktion  von  ‐Globin  und  die  Benzidinfärbung  bestätigen, 





mit  0,36  und  10  µM  Ara‐C  behandelt.  Der  Nachweis  der  Differenzierung  erfolgte mit  0,1  %iger 
3,3´5,5´‐Tetramethylbenzidin‐Dihydrochlorid  (TMB)‐Lösung  (Benzidinfärbung)  A.  Ablichtung  der 
Benzidinfärbung  von  K562‐Zellen.  B.  Quantifizierung  der  Benzidin‐gefärbten  Zellen.  Es  wurde  je 
Probe mindestens  300  Zellen  gezählt  und  der  Anteil  benzidinpositiver  Zellen  in  %  berechnet.  C. 
Undifferenzierte  und  mit  Hemin  oder  Ara‐C  behandelte  Zellen  wurden  für  die  Präparation  von 








Zellen  mit  Ara‐C  eine  Verringerung  der  Expression  von  c‐Myb  auf  Transkriptions‐  und 
Proteinebene. Hemin  bewirkte  unter  den  getesteten  Bedingungen  einen weniger  starken 








In  der  Literatur  ist  beschrieben,  dass  Ara‐C  Merkmale  der  terminalen  erythroiden 
Differenzierung  in  K562‐Zellen  hervorruft  (Luisi‐DeLuca  et  al.  1984). Die Hemin‐induzierte 
Bildung  von  Hämoglobin  ist  hingegen  reversibel  und  nicht  mit  der  terminalen 
Differenzierung  von  K562‐Zellen  verbunden  (Dean  et  al.  1981).  Eine  Reduktion  der 







K562‐Zellen wurden wie  in Abb. 46 differenziert und  in A.  für den Nachweis der Proteinexpression 
von c‐Myb  (‐c‐Myb 1:1000), PRMT4  (‐PRMT4 1:500) und Mi‐2  (‐Mi‐2 1:500)  im Vergleich zu ‐
Tubulin  (‐‐Tubulin 1:5000)  in der Western Blot‐Färbung verwendet.  In B. erfolgte der Nachweis 
der Transkriptmengen von c‐MYB, PRMT4, Mi‐2 und Mi‐2 mittels RT‐qPCR. Die Expression wurde 





























Die  Proteine  PRMT4  und Mi‐2 wurden  in  dieser  Arbeit  erstmals  physisch  und  funktionell 
miteinander  in Verbindung  gebracht.  In HD11‐Zellen  konnte  gezeigt werden,  dass  PRMT4 
und Mi‐2 die c‐Myb‐vermittelte Genexpression der Gene mim‐1 und Lysozym synergistisch 
coaktivieren.  In der hämatopoetischen Zelllinie K562 werden die c‐Myb‐Zielgene CDC7 und 
c‐MYC  durch  eine  direkte  Bindung  von  PRMT4  und Mi‐2  in  ihrer  Transkription  positiv 
reguliert.  Die  Analysen  der  Proliferation  und  des  Zellzyklus  sowie  der  Differenzierung 





Mit  der  Identifikation  von  PRMT4  als  transkriptionellen  Coaktivator  nukleärer 
Hormonrezeptoren  (NR)  war  PRMT4  die  erste  Argininmethyltransferase,  die  mit  der 
Regulation der Transkription in Verbindung gebracht wurde (Chen et al. 1999). Inzwischen ist 
eine  transkriptionsaktivierende  Funktion  von  PRMT4  und  auch  PRMT1  für  viele  weitere 
Transkriptionsfaktoren  belegt  (Bedford  and  Clarke  2009).  Für  die  Coaktivierung  der 
Transkriptionsfaktoren  NR,  p53  und  NF‐B  wurde  eine  synergistische  Kooperation  von 
PRMT1  und  PRMT4  gezeigt  (Koh  et  al.  2001;  An  et  al.  2004;  Hassa  et  al.  2008).  Für  die 
kooperative  transkriptionelle  Aktivierung  des  Estrogen‐,  Androgen‐  und  Thyroid‐
hormonrezeptors  durch  PRMT1  und  PRMT4  ist  die  Interaktion mit  Proteinen  der  p160‐
Familie  essentiell  (Chen  et  al.  1999;  Koh  et  al.  2001).  p160  interagiert  sowohl mit  dem 
nukleären Hormonrezeptor  als  auch mit  verschiedenen Coaktivatoren und dient  somit  als 
Brückenprotein.  Innerhalb  solcher  Coaktivator‐Komplexe  kann  PRMT4  neben  PRMT1 mit 
weiteren  Coaktivatoren  wie  CBP,  Flightless  I,  CoCoA,  und  ‐Catenin  assoziieren  und mit 
diesen kooperativ wirken (Chen et al. 2000; Koh et al. 2002; Lee et al. 2004; Kim et al. 2006). 
Desweiteren  wurde  PRMT4  als  Bestandteil  des  estrogeninduzierten  NUMAC‐Komplexes 
(nucleosomal methylation activator complex) zusammen mit acht Mitgliedern der SWI/SNF‐
Familie  der  Chromatinremodeller  aufgereinigt.  Dieser  Komplex  assembliert  an  einem 
estrogeninduzierten  Gen,  um  dort  die  estrogenrezeptorabhängige  Transkription  zu 
verstärken  (Xu  et  al.  2004). Neben  der  Rolle  als  direkter  transkriptioneller  Aktivator,  übt 
PRMT4 eine Funktion  in der posttranskriptionellen Regulation aus. Durch die Methylierung 
der RNA‐bindenden Proteine HuR und HuD greift PRMT4 in den RNA‐Metabolismus ein (Li et 
al.  2002;  Fujiwara  et  al.  2006).  Eine  weitere  Studie  zeigte,  dass  PRMT4  durch  die 
Methylierung  von  Splicingfaktoren  die  Transkription mit  der mRNA‐Prozessierung  koppelt 
(Cheng  et  al.  2007).  PRMT4  ist  als  Regulator  der  Transkription  an wichtigen  biologischen 
Prozessen  beteiligt.  So  trägt  PRMT4  zur  Muskeldifferenzierung,  zur  endochondralen 
Ossifikation und zur Reifung von T‐Lymphozyten und Adipozyten bei (Kim et al. 2004; Yadav 
et  al.  2008;  Ito  et  al.  2009).  Es  verdichten  sich  außerdem Hinweise,  dass  PRMT4  für  den 
Erhalt der Pluripotenz während der embryonalen Entwicklung wichtig  ist  (Torres‐Padilla et 
al. 2007; Wu et al. 2009).  
Um weitere  Funktionen  und  Signalwege  aufzudecken,  in  denen  PRMT4  eine  Rolle  spielt, 
wurden  zwei  unterschiedliche  Herangehensweisen  gewählt.  1.  Mit  einer  globalen 
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Genexpressionsanalyse  unter  Verwendung  eines  Microarrays  wurden  neue  potentielle 
Zielgene  identifiziert,  die  kooperativ  von  PRMT1  oder  PRMT4  reguliert  werden  2.  Die 
Aufreinigung  endogener  PRMT4‐Komplexe  und  die  Analyse  der  Proteine  in  der 




In der Arbeit  von Markus Kleinschmidt wurden mit  einer  globalen Genexpressionsanalyse 
neue putative Zielgene identifiziert, die in ihrer Transkription direkt oder indirekt von PRMT1 
und PRMT4  kooperativ  reguliert werden  (Dissertation Markus Kleinschmidt, 2006). Da die 
transkriptionelle Kooperation von PRMT1 und PRMT4 in der Regel durch sequenzspezifische 
Transkriptionsfaktoren  vermittelt  wird,  wurden  die  46  deregulierten  Gene  hinsichtlich 
potentieller Transkriptionsfaktor‐Bindestellen untersucht. Es wurden Bindestellen für STAT5 
und  STAT6  in  einigen  der  durch  PRMT4  und  PRMT1  aktivierten  putativen  Zielgenen 
identifiziert.  
STAT6 wurde ursprünglich als IL‐4‐induziertes STAT aufgereinigt (Hou et al. 1994). IL‐4 wird 
durch  T‐Lymphozyten,  Basophile  und  Mastzellen  sekretiert.  Das  Cytokin  moduliert  das 
Gleichgewicht zwischen T‐Helfer‐Zellen Th1 und Th2. Ist dieses Gleichgewicht gestört, führt 
dies  zu  immunologischen  Krankheiten  wie  Allergien,  Entzündungen  und 
Autoimmunerkrankungen. Die Aktivierung von STAT6 ist für die IL‐4‐vermittelten Funktionen 





(Lischke  et  al.  1998).  STAT5A  und  STAT5B  sind  in  ihrer  Aminosäuresequenz  bis  zu  95 % 






Entwicklung  des  hämatopoetischen  Systems  essentiell.  STAT5‐knockout  Mäuse  sind 
unempfindlich  gegenüber  Erythropoietin,  IL‐2  und  IL‐7.  Daher  haben  sie  Defekte  in  der 
Erythropoese,  in der Entwicklung und Expansion von T‐Zellen, bei der Bildung von Natural 
Killer‐Zellen und der Differenzierung  von B‐Zellen  (Imada et  al. 1998; Moriggl et al. 1999; 
Socolovsky et al. 1999; Sexl et al. 2000; Wittig and Groner 2005).  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass  IL‐4  in HeLa‐Zellen das Anschalten des STAT5‐ 
und  STAT6‐Signalweges  bewirkt. Die  von  PRMT1  und  PRMT4  kooperativ  aktivierten Gene 
CITED2  und  KRT8  wurden mit  IL‐4  transkriptionell  induziert.  Nach  einer  PRMT1/PRMT4‐
Codepletion  bzw.  einer  STAT5‐Depletion  ging  die  transkriptionelle  Induzierbarkeit  des 
CITED2‐Gens  durch  IL‐4  verloren.  Die  transkriptionelle  Aktivität  von  KRT8  blieb  hingegen 
unbeeinflusst. Da die Depletion von STAT6 zu einem Verlust der transkriptionellen Induktion 
von CITED2 und KRT8  führte, aber auch die Transkription von PRMT1 und PRMT4 negativ 
beeinflusste,  konnte  ein  indirekter  Einfluss  von  STAT6  auf  CITED2  und  KRT8  postuliert 
werden.  Anhand  eines  Reportergen‐Assays  konnte  eine  direkte  Coaktiverung  der  STAT6‐
vermittelten Genexpression durch PRMT1 und PRMT4  ausgeschlossen werden  (Daten  von 
Markus Kleinschmidt).  Im Gegensatz dazu wurde die  STAT5B‐vermittelte Reporteraktivität 
durch  PRMT1  und  PRMT4  kooperativ  verstärkt.  Es  lag  daher  die  Vermutung  nahe,  dass 




und  transformierend  auf  Zellen  wirkt  (Zhang  et  al.  1998a).  CITED2  coaktiviert  den 
Transkripitonsfaktor  TFAP‐2  (Transkriptionsfaktor  AP‐2),  indem  es  TFAP‐2  mit  p300/CBP 
zusammenbringt  (Braganca  et  al.  2002).  Andererseits  inhibiert  CITED2  den 
Transkriptionsfaktor HIF‐1 (hypoxia inducible factor‐1), indem es die Interaktion zwischen 
CBP und HIF‐1 stört (Braganca et al. 2002; Shin et al. 2008). Die Expression von CITED2 wird 
in unterschiedlichen  Zelltypen durch  viele  verschiedene Cytokine und Wachstumsfaktoren 
induziert  (Zhang et al. 1998a).  In der vorgelegten Arbeit wurde gezeigt, dass CITED2 durch 
einen  Serumstimulus  (FCS)  im  Vergleich  zu  gehungerten  Zellen  transkriptionell  induziert 
wird. Durch  einen  PRMT1/PRMT4‐Doppelknockdown wurde  die  Transkription  des  CITED2‐
Gens  unter  normalen  Wachstumsbedingungen  negativ  beeinflusst.  Die  FCS‐stimulierte 
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Expression  von  CITED2 war  zwar  PRMT1/PRMT4‐abhängig,  jedoch  STAT5‐unabhängig  und 
wird folglich durch andere Transkriptionsfaktoren vermittelt. Es war zu beobachten, dass ein 





weiteres  Beispiel  ist  das  Zinkfingerprotein  YY1.  Dieses  wurde  in  einem  GH‐induzierten 
Komplex zusammen mit STAT5A und STAT5B und dem GH‐Rezeptor gefunden. Die Autoren 
nahmen an, dass auf Grund der Promotorstruktur des Spi 2.1‐Gens die Interaktion zwischen 
den  STAT5‐Dimeren  an  benachbarten  GAS‐Elementen  (‐activated  sites)  durch  YY1 







dabei  von  Transkriptionsfaktoren  an  bestimmte  Zielgene  rekrutiert.  Anhand  von 
Interaktionsstudien wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass STAT5 nach einem IL‐4‐Stimulus mit 
PRMT1  und  PRMT4  interagieren  kann.  Mit  ChIP‐Analysen  wurde  eine  IL‐4‐abhängige 
Rekrutierung von PRMT1, PRMT4 und STAT5 an den CITED2‐Promotor belegt. Der Befund, 
dass  CITED2  ein  Zielgen  von  STAT5  ist,  stimmt mit  der  Literatur  überein.  Kürzlich wurde 
gezeigt,  dass  Erythropoietin  einen  Foxo3a/STAT5‐Komplex  induziert,  der  an  die  STAT5‐
Bindestelle  im  CITED2‐Promotor  bindet  und  dessen  Transkription  aktiviert  (Bakker  et  al. 
2007). Interessanterweise nutzt STAT5 ähnliche Coaktivatoren wie andere durch PRMT1 und 
PRMT4  coaktivierte  Transkriptionsfaktoren.  So  interagieren  p300/CBP  und  die  p160‐
Coaktivatorfamilie direkt mit  STAT5 und  coaktivieren  synergistisch die  STAT5A‐vermittelte 
Genexpression des ‐Casein‐Gens (Pfitzner et al. 1998; Litterst et al. 2003). Auf Grund dieser 
Erkenntnisse  sowie  den  Ergebnissen  der  ChIP‐Analysen  und  der  Interaktionsstudien  kann 
vermutet  werden,  dass  STAT5,  PRMT1  und  PRMT4  durch  eine  direkte  Promotorbindung 
innerhalb  eines  Coaktivatorkomplexes  die  IL‐4‐induzierte  Transkription  der  CITED2‐Gens 
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aktivieren. Es wurde nicht eindeutig belegt, dass PRMT1 und PRMT4 tatsächlich durch STAT5 
an  die  Zielgene  rekrutiert werden.  Die  Daten  aus  dieser  Arbeit  zusammen mit  dem  von 
Markus Kleinschmidt durchgeführten Reportergen‐Assay weisen auf eine Rolle von PRMT1 
und PRMT4 als direkte Coaktivatoren in der STAT5‐vermittelten Genexpression hin.  
Die  Bindung  von  STAT5  und  PRMT4  an  den  CITED2‐Promotor  verlief  transient, mit  einer 
maximalen  Rekrutierung  nach  8  Stunden  Stimulation.  PRMT1  blieb  hingegen  am  CITED2‐
Promotor  rekrutiert.  STAT‐Signalwege  können  an mehreren  Punkten  ihrer  Signalkaskade 
negativ  reguliert  werden.  STAT5  wird  beispielsweise  durch  PIAS3  an  der  DNA,  durch 
Phosphatasen  im  Cytosol  oder  Nukleus  sowie  durch  SOCS  (Suppressors  of  cytokine 
signalling)‐Proteine  auf  der  Ebene  der  Rezeptoren  oder  JAKs  gehemmt  (Paukku  and 
Silvennoinen  2004).  Ein  negativer  autoregulatorischer  Mechanismus  könnte  daher  die 







Acetylierung  der  Histontermini  durch  p300/CBP  und  trägt  damit  zur  Verstärkung  der 
Transkription  bei  (Wang  et  al.  2001b;  An  et  al.  2004).  Obwohl  mit  zellfreien 
Chromatintranskriptions‐Assays gezeigt wurde, dass die Methylierung von Histon H3 durch 
PRMT4  essentiell  für  die  transkriptionelle  Aktivierung  ist,  sind  die  molekularen 
Konsequenzen  der  H3R17‐Dimethylierung  bisher  unbekannt  (An  et  al.  2004).  Auch  am 
CITED2‐Promotor waren H4R3 und H3R17 nach Stimulation mi  IL‐4 dimethyliert. Wie zuvor 
für  die  Rekrutierung  von  STAT5  und  PRMT4  an  die  DNA  beobachtet  wurde,  waren  die 
Histonmodifikationen  in  einem  transienten  Verlauf  nachweisbar.  Ähnliches wurde  in  der 
Literatur am pS2‐Gen, einem Modellgen  für die ER‐abhängige Genexpression, beschrieben. 
Nach  Synchronisation  der  Transkription  mit  ‐Amanitin  und  einem  anschließenden 
Estrogenstimulus wurde am pS2‐Gen eine zyklische Transkriptionsinitiation beobachtet, die 
mit einem zyklischen Vorhandensein der Argininmethylierung sowie der Enzyme PRMT1 und 





demethyliert  in vitro und  in vivo H4R3me2 und H3R2me2  (Chang et al. 2007). Ein weiteres 
Enzym,  das  an  der  Regulation  der  Argininmethylierung  beteiligt  ist,  ist  PADI4 
(Peptidylarginin‐Deiminase  4).  Dieses  Enzym  entfernt  in  einer  Deiminierungsreaktion  die 
Aminogruppen  von  den  Guanidinogruppen  der  Arginine,  jedoch  nicht  von  methylierten 
Argininen,  und  erzeugt dabei Citrullin.  Es wird daher  davon  ausgegangen,  dass  PADI4  die 
Methylierung von Argininen verhindert (Wang et al. 2004; Hidaka et al. 2005; Raijmakers et 
al. 2007). Das  in der ChIP‐Analyse beobachtete dynamische Auftauchen von H4R3me2 und 








histologischen Grad  des  Prostata‐Karzinoms  (Li  et  al.  2004). Der Verlust  von  STAT5A/B  in 
hormonunabhängigen Prostatakarzinom‐Zelllinen führt zum Zelltod (Ahonen et al. 2003). Es 
wurde  eine  funktionelle  Synergie  und  physikalische  Interaktion  zwischen  dem 
Androgenrezeptor und STAT5 gefunden, die zum Zellüberleben von Prostatakarzinomzellen 
beiträgt  (Tan et al. 2008). Man kann  spekulieren, dass die Coaktivierung von STAT5 durch 
PRMT4  einen  weiteren  Mechanismus  zur  Entstehung  von  Prostatakarzinomen  darstellt. 














2007a).  Es wird  vermutet, dass die Dimerstruktur  für die Ausbildung der  SAM‐Bindestelle 
und für die Katalyse der Dimethylierung nötig ist (Zhang und Cheng 2003; Lee et al. 2007).  
Es  gibt  außerdem  Indizien  dafür,  dass  PRMTs  Homooligomere  bilden  können.  Für  Hefe 
RMT/hmt1 wurde mittels chemischen crosslinkings rekombinanter Proteine die Bildung von 
Hexameren  gezeigt  (Weiss  et  al.  2000).  In  RAT1‐Zellen wurde  anhand  von Gelfiltrationen 
gezeigt, dass endogenes PRMT1  in einem höhermolekularen Komplex vorliegt. Dabei muss 
es sich  jedoch nicht zwangsläufig um Homooligomere handeln.  (Tang et al. 1998).  In einer 
anderen  Publikation  wurden  die  Proteine  PRMT1  und  PRMT5  als  getagte  Proteine  aus 
HEK293‐Zellen aufgereinigt und deren Größe mit Dichtegradienten‐Zentrifugation bestimmt. 
Die Autoren schlussfolgerten, dass PRMT1 und PRMT5 als Dimere und Tetramere vorliegen. 
Die  PRMT5‐haltigen  Fraktionen  aus  der  Dichtegradienten‐Zentrifigation  wiesen 
Methyltransferaseaktivität auf das PRMT5‐Sustrat MBP (myelin basic protein) auf (Rho et al. 
2001). Inzwischen hat man herausgefunden, dass PRMT5 nur dann katalytisch aktiv ist, wenn 
es  zusammen mit MEP50 vorliegt  (Krause et al. 2007). Da PRMT5 mit MEP50 eine  stabile 
Interaktion  ausbildet,  haben  die  Autoren  vermutlich  nicht  oligomeres  PRMT5,  sondern 
PRMT5  im Komplex mit MEP50 und vielleicht auch anderen Proteinen aufgereinigt (Friesen 
et al. 2002). Rekombinantes PRMT4  liegt  in  Lösung vorwiegend als Dimer vor, bildet aber 
auch Oktamere aus (Troffer‐Charlier et al. 2007b). Es ist schwierig zu untersuchen und bleibt 




In  dieser  Arbeit  wurde  PRMT4  chromatographisch  angereichert  und  mit  einem  PRMT4‐
Antikörper  präzipitiert.  Mit  dieser  Strategie  gelang  die  massenspektrometrische 
Identifikation  zweier  neuer  Interaktionspartner,  Alix  und  Mi‐2,  deren  Interaktion  mit 
PRMT4  mittels  CoIPs  verifiziert  wurde.  Die  Silberfärbung  machte  deutlich,  dass  keine 
Interaktionspartner  in  stöchiometrischen  Mengen  angereichert  wurden.  Im  Vergleich  zu 
anderen  histonmodifizierenden  Komplexen,  wie  beispielsweise  NuRD,  N‐CoR‐1  oder 
SWI/SNF, konnte daher kein prädominanter PRMT4‐Komplex nachgewiesen werden (Cairns 
et  al.  1994;  Grant  et  al.  1997;  Zhang  et  al.  1999;  Underhill  et  al.  2000).  Die 
Gelfiltrationsanalyse  nach  der  MonoQ‐Säule  zeigte,  dass  die  Größe  potentieller  PRMT4‐
Komplexe  durch  die  Aufreinigung  nicht  destabilisiert  wurde. Mögliche  Ursachen  für  das 
Fehlen eines vorherrschenden PRMT4‐Komplexes können sein:  
1.  PRMT4  geht  viele  verschiedene Wechselwirkungen  ein:  Anhand  der  Silberfärbung  der 
Präzipitate  waren  neben  den  Proteinbanden  von  Mi‐2  und  Alix  weitere  differenziell 
auftretende Banden  in substöchiometrischen Mengen  in der PRMT4‐IP zu erkennen. Diese 
konnten  auf  Grund  der  geringen  Proteinmengen  in  der  Massenspektrometrie  nicht 
identifiziert werden.  
2. Ein PRMT4‐Komplex bildet sich erst nach einem Stimulus aus: Die Aufreinigung des PRMT4 
und  SWI/SNF  enthaltenden  Komplexes  NUMAC  fand  über  den  Flag‐Tag  eines  stabil 
exprimierten PRMT4‐Konstruktes nach Stimulation von MCF7‐Zellen mit Estrogen statt  (Xu 




Für  den  NUMAC‐Komplex  wurde  ein  Größe  von  670  kDa  gezeigt  (Xu  et  al.  2004).  Der 
Vergleich  des  endogenen  PRMT4  Proteins  aus Gesamtzellextrakt  von  unbehandelten  und 
Estrogen‐behandelten MCF7‐Zellen in der Gelfiltration zeigte jedoch keine Verschiebung des 
Elutionsprofils  von PRMT4 hin  zu  einer Größe  von  670  kDa  (eigene Daten, nicht  gezeigt). 
Endogenes  PRMT4  liegt  daher  auch  nach  Estrogenbehandlung  von  MCF‐7‐Zellen  nicht 
hauptsächlich im NUMAC‐Komplex vor. 
3.  Für  die  Ausbildung  eines  stabilen  PRMT4‐Komplexes  ist  der  Chromatinkontext wichtig: 








et  al.  2002).  Für  die  Rekrutierung  des  SWI/SNF‐  und Mediatorkomplexes  an  die  Zielgene 
nukleärer Hormonrezeptoren wurde Ähnliches gezeigt. Die Acetylierung von Histonen durch 
p300/CBP  verstärkt  die  Bindung  von  SWI/SNF‐  und Mediator  an  den  Promotor.  Folglich 







Pulldowns  wurden  der  N‐Terminus  und  die  Tandem‐Chromodomäne  als  Interaktions‐
domänen  von Mi‐2  mit  PRMT4  identifiziert. Mi‐2  (Isoform  1)  und Mi‐2  haben  eine 
Sequenzidentität  von  insgesamt  etwa  65  %,  wobei  der  Double‐PHD‐Finger,  die  Tandem‐
Chromodomänen  und  die  Helikasedomäne  am  stärksten  und  der N‐  und  C‐Terminus mit 
über  40  %  Sequenzidentität  etwa  weniger  stark  konserviert  sind.  In  einigen 




Mi‐2  vermutlich  über  den  N‐Terminus  und  die  Tandem‐Chromodomänen  mit  PRMT4 
interagiert.  
Entsprechend der Ähnlichkeit von Mi‐2 und Mi‐2 sind ihre Wirkmechanismen ähnlich. Als 













Mi‐2  und  Mi‐2  sind  in  der  Literatur  überwiegend  als  individuelle  Regulatoren  der 
Transkription  beschrieben.  Die  repressive  Funktion  beider  Proteine  wird  durch  die 
spezifische Rekrutierung des NuRD‐Komplexes  an die  Zielgene  vermittelt. Dabei  ist der C‐
Terminus  von  Mi‐2  bisher  als  Interaktionsdomäne  für  transkriptionelle  Repressoren 
beschrieben  (Schultz et al. 2001; Pastorcic and Das 2007). Zum Beispiel  ist das RET‐Finger 
Protein  (RFP)  ein  transkriptioneller  Repressor,  der  mit  dem  C‐Terminus  von  Mi‐2 
interagiert.  Außerdem  wurde  eine  Interaktion  von  RFP  und  HDAC1  in  vivo  sowie  deren 
Kolokalisation  in  der  Immunfluoreszenz  nachgewiesen. Wie  erwartet bewirkte Mi‐2  eine 
RFP‐vermittelte transkriptionelle Repression in Gal4‐Bindungs‐Assays (Shimono et al. 2003). 
Es  gibt  Befunde,  die  auf  eine  transkriptionell  aktivierende  Rolle  von Mi‐2  hinweisen. Die 
Kartierung der  transkriptionellen Aktivität einzelner Domänen  von Mi‐2 deckte  auf, dass 
der  C‐Terminus  und  die  Tandem‐Chromodomäne  unabhängig  voneinander  repressiv 
wirkten,  der  N‐Terminus  von  Mi‐2  hingegen  transkriptionell  aktivierend.  Die  Autoren 
führten die aktivierende Funktion des N‐Terminus von Mi‐2 auf die Interaktion mit BRG‐1, 
einem  Remodellerprotein  der  SWI/SNF‐Komplexes,  zurück  (Shimono  et  al.  2003).  Später 
zeigte  die  gleiche Gruppe,  dass Mi‐2 mit  RFP  im Nucleolus  die  Transkription  von  rRNA‐
Genen aktiviert (Shimono et al. 2005).  In T‐Lymphozyten wurde gefunden, dass Mi‐2 eine 
transkriptionsaktivierende Rolle bei der Expression des CD4‐Gens spielt. Mi‐2 assoziiert mit 
dem  E‐Box  bindenden  Protein HEB  und  der Histonacetyltransferase  p300  und  ermöglicht 
deren Rekrutierung an den Enhancer des CD4‐Gens (Williams et al. 2004). Kürzlich wurde Mi‐
2  als Coaktivator  des  Transkriptionsfaktors  c‐Myb  identifiziert. Dabei  interagierte  der N‐ 
und  schwächer  der  C‐Terminus  von  Mi‐2  mit  c‐Myb.  Die  Autoren  bestätigten  eine 





Die  in  dieser  Arbeit  gefundene  Interaktion  zwischen Mi‐2  und  PRMT4 wird  über  den  N‐
Terminus, der mit einer Aktivatorfunktion von Mi‐2  in Verbindung gebracht wurde, aber 
auch  über  die  Chromodomäne  vermittelt.  Außerdem  ist  PRMT4  nicht  mit  dem  NuRD‐
Repressorkomplex  assoziiert.  Da  PRMT4  einen  transkriptionellen  Coaktivator  vieler 
Transkriptionsfaktoren darstellt und es  in der Literatur Hinweise auf eine Aktivatorfunktion 




Myb‐abhängigen Genexpression.  Da  diese  c‐Myb  endogen  nicht  exprimieren,  kann  durch 
Wiedereinbringen  von  c‐Myb  die  Expression  der  myeloiden  Gene  mim‐1  und  Lysozym 
wiederhergestellt werden  (Ness  et  al.  1989;  Burk  et  al.  1993;  Ness  et  al.  1993). Mittels 
Cotransfektions‐Assays  in  HD11‐Zellen  wurde  PRMT4  als  neuer  Coaktiviator  des 
hämatopoetischen Transkriptionsfaktors c‐Myb  identifiziert. Die Interaktion von PRMT4 mit 
c‐Myb bewirkt dabei vermutlich die Rekrutierung von PRMT4 an die c‐Myb‐Zielgene  (Abb. 
49).  Ähnliches  könnte  für Mi‐2  zutreffen.  Eine  Interaktion  zwischen Mi‐2  und  c‐Myb 
wurde ursprünglich in einem Two‐Hybrid‐Assay gefunden (Saether et al. 2007). Anhand von 
CoIPs  konnte  in  der  vorgelegten  Arbeit  eine  Interaktion mit  c‐Myb  für Mi‐2  und Mi‐2 
festgestellt werden  (Abb. 49). Dementsprechend  konnte die  in der  Literatur beschriebene 
Coaktivatorfunktion  von Mi‐2bestätigt und auch  für Mi‐2 nachgewiesen werden. Diese 






Mi‐2 wurde als  Interaktionspartner von PRMT4  in dieser Arbeit  identifiziert und verifiziert. Der N‐
Terminus und die Chromodomäne von Mi‐2 (Mi‐2)  interagieren mit PRMT4. Aus der Literatur war 
bekannt, dass der N‐ und schwächer der C‐Terminus von Mi‐2 mit c‐Myb interagieren (Saether et al. 
2007).  Es wurde  gezeigt,  dass  auch Mi‐2 mit  c‐Myb  interagiert.  Außerdem  konnte  eine  direkte 





Mi‐2  ist  daher  für  die  transkriptionelle  Coaktivierung  von  c‐Myb  wichtig.  In 
Übereinstimmung damit wurde in der Literatur beschrieben, dass der C‐Terminus von Mi‐2 






der  transkriptionellen Aktivierung  des mim‐1  und  Lysozymgens  durch  c‐Myb  synergistisch 
kooperiert. Vermutlich  ist dafür die  Interaktion  von  PRMT4 mit dem N‐Terminus und der 
Chromodomäne von Mi‐2 relevant. Auch das virale Onkogen v‐Myb des Vogelleukämievirus 
E26 wird  in  seiner  transkriptionellen Aktivität  auf das mim‐1‐Gen durch PRMT4 und Mi‐2 
kooperativ  verstärkt.  Die  kooperative  Coaktivatorfunktion  von  PRMT4  und  Mi‐2  konnte 
anhand  eines  weiteren  c‐Myb‐regulierten  Gens  in  einer  nicht‐hämatopoetischen  Zelllinie 
bestätigt  werden.  So  wurde  in  HEK293‐Zellen  der  Promotor  des  TRHR  (Thyrotropin‐




stromaufwärts  vom  Transkriptionsstart  gelegenen  Enhancers.  Beide  Regionen  enthalten 
jeweils mehrere Myb‐Bindestellen  (Ness et  al. 1989; Chayka et  al. 2005).  In Reportergen‐
Assays mit  dem  Promotor‐  und  Enhancerfragment  sowie  einer  Fusion  aus  Promotor  und 




Myb  beschrieben wurde.  Die  Luciferaseaktivität  des  Promotor‐  und  Enhancerkonstruktes 
sowie  der  Fusion  wurden  durch  Cotransfektion  von  PRMT4  und  Mi‐2  allein  oder  in 
Kombination  gesteigert.  Die  kooperative  Wirkung  von  PRMT4  und  Mi‐2  war  mit  dem 
Promotorfragment  und  der  Enhancer‐Promotorfusion  am  deutlichsten. Dies  spricht  dafür, 
dass  eher  der  Promotor  die  transkriptionelle  Kooperation  zwischen  PRMT4  und  Mi‐2 
vermittelt als der Enhancer, aber beide Fragmente für eine effiziente Aktvierung des mim‐1‐
Gens nötig sind. 
6.3.3.  Die  katalytische  Aktivität  von  PRMT4  und  Mi‐2  ist  für  die  Coaktivatorfunktion 
essentiell 
Die katalytische Aktivität von PRMT4  ist  für Coaktivatorfunktion sowie  für die biologischen 
Funktionen  von  PRMT4  essentiell.  Eine  katalytische  inaktive  Mutante,  die  den 
Methylgruppendonor  SAM  nicht  mehr  binden  kann,  coaktiviert  nicht  mehr  die 
hormonrezeptorvermittelte  Transkription  (Chen  et  al.  1999).  Auf  Grund  seiner  Fähigkeit 
Interaktionen mit  anderen  Cofaktoren  und  Transkriptionsfaktoren  einzugehen, wurde  für 
PRMT4  eine  zusätzliche  Funktion  als  Gerüstprotein  postuliert  (scaffolding  function).  In 






gezeigt,  dass  die  Transfektion  der  katalytischen  Mutante  von  PRMT4  im  Vergleich  zum 
wildtypischen  Protein  zu  einem  vollständigen  Verlust  der  Coaktivierung  der  c‐Myb‐
abhängigen Genexpression durch PRMT4 führte.  
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Die Transfektion einer  katalytischen Mutante  von Mi‐2, die  keine Helikaseaktivität mehr 
aufweist,  verminderte  die  Coaktivatorfunktion  von  Mi‐2in  der  c‐Myb‐vermittelten 
Genexpression  ebenfalls. Dies  steht  im Gegensatz  zu  den Daten  von  Saether  et  al.  2007. 
Diese  zeigten,  dass  Mi‐2  die  c‐Myb‐vermittelte  Genexpression  unabhängig  von  der 
Helikasedomäne  aktiviert  (Shimono  et  al.  2003;  Saether  et  al.  2007).  Die  Autoren 
postulierten daher eine duale Funktion von Mi2, eine repressive, von der Helikaseaktivtät 
abhängige und eine  aktivierende,  von der Helikaseaktivtät unabhängige  Funktion. Anhand 
der  hier  vorgelegten  Daten  konnte  dieser  Befund  nicht  bestätigt  werden,  da  die 
Coaktivatorfunktion von Mi‐2 nahezu vollständig von der katalytischen Aktivität von Mi‐2 
abhing. 
Die  synergistische  Kooperation  von  PRMT4  und  Mi‐2  ist  vom  Vorhandensein  der 
katalytischen  Aktivität  beider  Proteine  abhängig.  Schon  der  Verlust  der  katalytischen 




Die  humane  erythroleukämische  Zelllinie  K562  wird  häufig  zur  Untersuchung  der 
biologischen  Funktion  und  der  Zielgene  von  c‐Myb  herangezogen  (Shetzline  et  al.  2004; 
Berge et al. 2007; Nakata et al. 2007).  In dieser Arbeit wurden K562‐Zellen verwendet, um 
den  transkriptionellen  Einfluss  von  PRMT4  und  Mi‐2  auf  bekannte  c‐Myb‐Zielgene  zu 
untersuchen. Es stellte sich heraus, dass die c‐Myb‐Zielgene CDC7, c‐MYC und GATA3 durch 
PRMT4  und  Mi‐2  transkriptionell  aktiviert  werden.  Gegenüber  Mi‐2  ist  Mi‐2  ein 
schwächerer  Regulator  dieser  Zielgene.  In  der  transkriptionellen  Regulation  von  c‐Myb‐
Zielgenen gibt es  folglich Unterschiede  zwischen Mi‐2 und Mi2‐ ChIP‐Analysen  zeigten, 
dass c‐Myb, PRMT4 und Mi‐2 direkt an die Promotoren von CDC7 und c‐MYC binden und 
die Zielgene daher direkt am Promotor  regulieren. Die Regulation c‐Myb‐abhängiger Gene 
durch Mi‐2 war  nicht  grundsätzlich  transkriptionell  aktivierend.  CCNB1  ist  beispielsweise 
zwar ein durch PRMT4 aktiviertes Gen, unterliegt  jedoch einer negativen Regulation durch 
Mi‐2. In der ChIP‐Analyse konnten PRMT4 und c‐Myb am Promotor des Gens nachgewiesen 
werden,  jedoch  nicht Mi‐2.  Daher  reguliert Mi‐2  die  Expression  von  CCNB1  entweder 
indirekt oder bindet in einer anderen Region des Gens. 
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Diese  Resultate  zusammen  mit  den  Ergebnissen  aus  den  Cotransfektions‐Assays  in  den 
HD11‐Zellen  und  den  durchgeführten  Interaktionsstudien  belegen,  dass  PRMT4  und Mi‐2 




innerhalb  des  NUMAC‐Komplexes  beschrieben.  Die  Studie  zeigte,  dass  PRMT4  und  das 
SWI/SNF‐Protein  Brg1  direkt  interagieren  und  in  der  transkriptionellen  Aktivierung  eines 
estrogenrezeptorabhängigen  Reportergens  kooperieren.  PRMT4  stimuliert  die  ATPase‐
Aktivität  von  BRG1  und  verstärkt  damit  die  Remodellingaktivität  des  NUMAC‐Komplexes. 
Andererseits  beeinflussen  die  SWI/SNF‐Remodeller  die  katalytische  Aktivität  von  PRMT4. 
Liegt PRMT4 im NUMAC‐Komplex vor, ändert sich die Substratspezifität der PRMT von freien 
Histonen hin zu Nukleosomen (Xu et al. 2004). Da solch ein Mechanismus auch für Mi‐2 und 
PRMT4  denkbar  wäre,  wurde  in  unserer  Arbeitsgruppe  der  Einfluss  von  Mi‐2  auf  die 
Methylierungsaktivität  von  PRMT4  auf  Kern‐Histone  und  PABP1  untersucht.  Es  konnte 
jedoch  keine  Änderung  in  der  Substratspezifität  festgestellt  werden  (Diplomarbeit Marc 
Zeller, 2008). Der Einfluss von PRMT4 auf die Remodellingaktivität von Mi‐2 wurde bisher 
nicht untersucht. PRMT4 methyliert nicht nur Histon H3, sondern auch andere Nicht‐Histon 
Proteine  (Bedford  and Clarke  2009).  Zum  Beispiel wird  CBP  durch  PRMT4 methyliert  und 
dadurch  in seiner HAT‐Aktivität stimuliert (Chevillard‐Briet et al. 2002; Wei et al. 2003). Für 
die  p160‐Faktoren wurde  gezeigt,  dass  eine Methylierung  dieser  Faktoren  durch  PRMT4 
einen  Zerfall des Coaktivatorkomplexes  an durch den  Estrogenrezeptor  regulierten Genen 









Anhand  von  GST‐Pulldown‐Assays  wurde  festgestellt,  dass  neben  PRMT4  auch  PRMT1 
schwach mit Mi‐2interagierte  (Diplomarbeit  Sophia  Teichmann,  AG  Bauer  2006)  In  der 
vorgelegten Arbeit wurde eine  Interaktion zwischen c‐Myb und PRMT4 und eine schwache 
Interaktion mit PRMT1 beobachtet. Cotransfektions‐Assays  in HD11‐Zellen  zeigten  jedoch, 
dass  ausschließlich  PRMT4  und  nicht  PRMT1  in  der  Lage  ist,  die  c‐Myb‐vermittelte 
Genexpression zu verstärken. Im Gegensatz zu der oftmals beschriebenen transkriptionellen 
Kooperativität  zwischen  PRMT4  und  PRMT1  wirkt  PRMT4  in  der  transkriptionellen 
Coaktivierung von c‐Myb nicht kooperativ mit PRMT1.  
6.3.7.  Die Funktion von C/EBP in der c‐Myb‐vermittelten mim‐1‐Expression 
Die  c‐Myb‐regulierten  Gene  mim‐1  und  Lysozym  werden  ausschließlich  in  myeloischen 
Zellen  transkribiert,  obwohl  c‐Myb  in  nahezu  allen  hämatopoetischen  Vorläuferzellen 
exprimiert  wird.  Der  Transkriptionsfaktor  C/EBP  wird  in  myeloischen  Zellen  und 











Die  Coaktivierung  des mim‐1‐Gens wurde  in  der  Fibroblastenlinie  QT6  analysiert,  um  zu 
untersuchen,  ob  die  transkriptionelle  Kooperation  von  PRMT4  und  Mi‐2  in  der  mim‐1‐
Expression  durch  den  Transkriptionsfaktor  C/EBP  oder  durch  das  Zusammenspiel  von 
C/EBP und c‐Myb vermittelt wird. Wie erwartet war c‐Myb selbst nicht in der Lage die mim‐
1‐Transkription  auszulösen.  C/EBP  hingegen  bewirkte  eine  schwache  transkriptionelle 
Induktion  von  mim‐1,  die  nicht  durch  Cotransfektion  von  Mi‐2  und  PRMT4  verstärkt 
werden konnte. Erst wenn C/EBPund  c‐Myb  zusammen vorlagen, wurde mim‐1 effizient 
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transkribiert.  Die  Cotransfektion  von  Mi‐2  oder  PRMT4  bewirkte  zwar  eine  schwache 
transkriptionelle Coaktiverung der mim‐1 Expression,  jedoch wirkten beide  Faktoren nicht 
synergistisch  wie  es  zuvor  in  HD11‐Zellen  beobachtet  werden  konnte.  Es  ist  daher 
anzunehmen, dass  in QT6‐Zellen andere Faktoren  fehlen, die  in die Regulation des mim‐1‐
Gens  involviert  sind. Diese  Annahme wird  durch  eine  Beobachtung  von  Klempnauer  und 
Mitarbeitern unterstützt. Diese  fanden heraus, dass der Enhancer des mim‐1‐Gens  in QT6 
Zellen  im Gegensatz  zu HD11‐Zellen nicht aktivierbar  ist  (Chayka et al. 2005). Eine andere 
Studie zeigte, dass der Faktor Ets‐2, ähnlich wie C/EBP die transkriptionelle Aktivierung von 






des  Zellzyklus  spielt,  wurde  in  dieser  Arbeit  der  Einfluss  von  PRMT4  und  Mi‐2  auf  die 
Proliferation untersucht (Gewirtz and Calabretta 1988; Anfossi et al. 1989; Citro et al. 1994). 
In K562‐Zellen wurde eine  reduzierte Koloniebildung nach knockdown von  c‐Myb, PRMT4, 
Mi‐2  und  Mi‐2beobachtet.  Dabei  bewirkte  der  Verlust  von  c‐Myb  und  PRMT4  eine 





in  dem  in  dieser  Arbeit  durchgeführten  Experiment  nicht  aus,  um  einen  Effekt  auf  die 
Proliferation in Flüssigkultur zu beobachten.  
Es war  publiziert,  dass  die  Induktion  einer  dominant  negativen  c‐Myb‐Mutante  in  K562‐










Transkription  vieler  weiterer  Gene  vermittelt,  die  für  die  Regulation  des  Zellzyklus 
verantwortlich  sein  könnten. Neben der Deregulation des  Zellzyklus wurde eine  Zunahme 
des Sub‐G1 nach knockdown von c‐Myb, PRMT4 und Mi‐2festgestellt.  Im knockdown von 
Mi‐2 befanden sich sogar 25 % der Zellen im Sub‐G1. Die beobachteten Wachstumseffekte 
durch  c‐Myb,  PRMT4  und Mi‐2  können  folglich  auf  einen  Arrest  in  der G2/M‐Phase  und 
vermutlich auf eine Zunahme der Apoptose zurückgeführt werden. Da Mi‐2 stärker auf die 
Proliferation und den Zellzyklus wirkt als c‐Myb,  ist anzunehmen, dass Mi‐2 nicht nur ein 
Regulator  von  c‐Myb  ist,  sondern  darüber  hinaus  über  c‐Myb‐unabhängige Mechanismen 
wirkt. 
6.4.2.   PRMT4 und Mi‐2 sind an der Regulation der erythroiden Differenzierung beteiligt 
C‐Myb  ist  ein  wichtiger  Regulator  der  Differenzierung  hämatopoetischer  Zellen.  Aus  der 







herunterreguliert werden.  Da  das  Zytostatika  Ara‐C  eine  irreversible  Differenzierung  von 
K562‐Zellen bewirkt  aber  auch DNA‐Schaden  auslöst,  kann der Verlust der  Faktoren nicht 
ausschließlich auf Differenzierungprozesse zurückgeführt werden (Luisi‐DeLuca et al. 1984). 
Für die Behandlung von K562‐Zellen mit Hemin war bekannt, dass die Substanz die mRNA‐
Menge  von  c‐Myb  reduziert  (Sasaki  et  al.  1994).  In Übereinstimmung  damit  konnte  eine 
Reduktion der Proteinmengen von  c‐Myb aber auch von Mi‐2 durch Hemin nachgewiesen 
werden. Es wurde  festgestellt, dass der  knockdown  von  c‐Myb bzw. Mi‐2  in K562‐Zellen 
eine spontane erythroide Differenzierung eines Anteils der Zellpopulation bewirkt. Die Zellen 
wurden  mit  Hemin  behandelt,  um  die  erythroide  Differenzierung  voranzutreiben.  Unter 
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diesen Bedingungen gingen die Zellen auch im knockdown von PRMT4 und Mi‐2 stärker in 
die  Differenzierung  als  die  Kontrollzellen.  Der  Einfluss  von  PRMT4  und  Mi‐2  auf  die 
Differenzierung war schwächer als der von c‐Myb oder Mi‐2. Die Ergebnisse weisen darauf 
hin, dass Mi‐2 und PRMT4 als transkriptionelle Coregulatoren von c‐Myb für den Erhalt des 
Progenitorstatus  hämatopoetischer  Zellen  eine  Rolle  spielen.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit 
wurde jedoch nicht bewiesen, dass die biologischen Effekte von PRMT4 und Mi‐2 tatsächlich 




Es  gibt  in  der  Literatur  Hinweise  dafür,  dass Mi‐2  ein  Regulator  der  Hämatopoese  ist. 
Kürzlich  wurde  beschrieben,  dass  Mi‐2  wichtig  für  den  Erhalt  der 
Selbsterneuerungskapazität  und  der  Multipotenz  von  hämatopoetischen  Stammzellen 
(multilineage  differentiation)  ist.  Die  konditionale  Inaktivierung  von Mi‐2  führte  erst  zu 

















Die  Linien  des  hämatopoetischen  Systems  sind  dargestellt.  Die  grauen  Keile  repräsentieren  die 
Proteinexpression  von  c‐Myb. Diese  ist  in den Progenitorzellen besonders hoch, da  c‐Myb  für die 
Selbsterneuerung  notwendig  ist  (runde  Pfeile).  Zelllinien,  deren  Differenzierung  durch  eine 
Überexpression  von  c‐Myb  gehemmt wird,  sind mit beigen Boxen unterlegt. Die Megakaryozyten‐
Linie stellt eine Ausnahme dar, da der Verlust von c‐Myb die Expansion der Megakaryoblasten und 
die Bildung der Plättchen begünstigt (blaue Box), (Ramsay and Gonda 2008). 
C‐Myb  ist  unter  anderem  für  die  Selbsterneuerung  von  lymphoiden  Progenitorzellen  und 
während  der  voranschreitenden  Differenzierung  von  T‐  und  B‐Lymphozyten  wichtig.  Für 
PRMT4  wurde  eine  Rolle  während  der  frühen  T‐Zelldifferenzierung  beschrieben.  PRMT4 




im  DN‐Stadium  der  T‐Lymphozytenzellen  zeigte,  dass  Mi‐2  an  mehreren  Punkten  der 
Differenzierung eingreift. Mi‐2  ist  für den Übergang vom doppelt‐negativen zum doppelt‐
positiven Stadium  (DP),  für die Expression des Corezeptors CD4  im DP‐Stadium und  für die 










von  Leukämien.  Eine  Studie  zeigt,  dass  die  Proteinmenge  von  PRMT5  in  lymphatischen 
Krebszelllinien  und  in  klinischen Mantelzelllymphoma‐Proben  (B‐Zell‐Lymphom)  erhöht  ist 
und PRMT5 zur Transformation  lymphatischer B‐ und T‐Zelllinien beiträgt  (Pal et al. 2007). 
PRMT1  ist  für  das  onkogene  Potential  des  Fusionsproteins  MLL‐EEN  wichtig  und  somit 
vermutlich an der Entstehung von AML (akute myeloische Leukämie) beteiligt. Im Gegensatz 
dazu wurde gezeigt, dass PRMT4 nicht zur MLL‐EEN‐induzierten Transformation beiträgt und 
daher  keine  Rolle  bei  der MLL‐EEN‐induzierten  Entstehung  der AML  spielt  (Cheung  et  al. 










Die  Coaktivatoren  PRMT4  und  Mi‐2  werden  durch  die  Interaktion  mit  dem 
Transkriptionsfaktor  c‐Myb  an  die  Myb‐Bindestellen  der  Zielgene  rekrutiert.  Die 
Histonacetyltransferase  CBP  ist  ebenfalls  ein  transkriptioneller  Coaktivator  und 
Interaktionspartner von c‐Myb (Oelgeschlager et al. 1996). Mit der SANT‐Domäne bindet c‐
Myb den N‐Terminus von Histon H3 und begünstigt damit die Acetylierung an Lysin K18 und 
K23  durch  CBP  (Mo  et  al.  2005).  Dies  stabilisiert  die  Assoziation  von  PRMT4  mit  dem 
Chromatin und begünstigt die Methylierung von Histon H3 am R17 (Daujat et al. 2002). Die 
Methylierung von Histonen oder sogar die Methylierung von Mi‐2 durch PRMT4 begünstigt 
die  Remodelleraktivität  von  Mi‐2  auf  Nucleosomen  in  der  Pomotorregion  des  Gens. 
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Andererseits  ist die Remodelleraktivität  von Mi‐2 notwendig  für die Methylierungaktivität 
von PRMT4. Dies  führt zu einer synergistischen Kooperation beider Coaktivatoren  in der c‐
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